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บทที่ 1 
บทนํา 

 
  เห็ดหอมมีชื่อทางวทิยาศาสตรวา Lentinus edodes (Berk) Sing.หรือ Lentinula  
edodes (Berk) Pegler. ( Pegler,1983 )  และมีชื่อสามัญเรียกแตกตางกนัไปตามแตละประเทศ 
เชน  ประเทศญี่ปุน ถือวาเหด็หอมขึ้นอยูกบัไมจําพวก ไมโอค หรือไมกอ ซึ่งเรียกไมวา ไมชิอิ (Shii) 
สวนเห็ดญี่ปุน เรียกวา ทาเกะ ( Ta-Ke ) จึงเรียกเห็ดหอมวา Shii – Take ภาษาจนีเรียกวา เฮียโก 
(Haeng – Ko) ภาษาองักฤษเรียกวา Black Mushroom ภาษาเกาหลี เรียกวา โพโกะ (Pyo – Ko) 
(อานนท   เชื้อตระกูล , 2532) 
 

    
รูปที่ 1  เห็ดหอม 

 

  เห็ดหอมจัดอยูใน Class Basidiomycetes เมื่อปจจัยทางพนัธุกรรมและ      
สภาพแวดลอมเหมาะสม เสนใยระยะที ่ 2 (secondary  mycelium) จะรวมตัวกันเปนดอกเหด็ 
(basidiocarp) ซึ่งประกอบดวย หมวกดอก (pileus หรือ cap) กวาง 5 – 12 เซนติเมตร  ผิวหมวก
ดอกจะแหงและแตกลายงา ใตหมวกดอกประกอบดวยครีบ (lamellae) สีขาวจาํนวนมากที่ครีบ   
มีเซลลที่จะเจริญไปเปน basidium ภายในเซลล basidium จะมีการรวมตวักนัของ          
นิวเคลียสและเกิดการแบงนวิเคลียสแบบไมโอซีสไดสี่นิวเคลียสเจริญเปนสปอรที่มีขนาด                
5.5 – 6.5 X 3 – 3.5 ไมโครเมตร ผิวเรียบ มีผนงับาง กาน (stipe)  ยาว 3 – 5 เซนติเมตร  กวาง     
8 – 13 มิลลิเมตร มีลักษณะแข็งและเหนยีว (ฐิติมา  ตนัติกาญจน , 2529) 

คุณลักษณะพเิศษที่สําคัญของเห็ดหอมอีกอยางคือ  มีกลิ่นหอมเฉพาะตัวไมวาจะ
อยูในสภาพดอกสด  หรือดอกแหง   สารที่ทาํใหมกีลิ่นหอม คือ Guanosine-5’-monophosphate 
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(อานนท เอ้ือตระกูล, 2532) ถึงแมเห็ดหอมจะมีคุณคาทางอาหารและทางยาสงูแตมีราคาแพง 
และผลิตไดนอยในประเทศไทย  เนื่องจากสภาพภูมิอากาศที่จาํกัดและวัสดุเพาะ ไดแก  ทอนไมกอ
หายาก  จงึมกีารนาํเห็ดหอมแหงเขามาจากตางประเทศ ประเทศไทยนําเขาเห็ดหอมในแตละปไม
นอยกวา 300 – 500 ลานบาท ดวยการลักลอบและซือ้ติดตัวมาตามสิทธิ ์  สวนที่นาํเขาโดยถกู
กฎหมายจริงๆ ประมาณสิบกวาลานบาทเทานั้น (อานนท เอื้อตระกูล, 2532)  ในประเทศไทยมี
การวิจยัพัฒนาวัสดุเพาะที่เหมาะสมเพื่อการเพิม่ผลผลิต  พบวาวัสดุเพาะหลักที่ใหผลผลิตสูงสุด 
คือ ข้ีเลื่อยไมยางพารา การเติมวัสดุเสริม เชน รําขาว หรือวัสดุเหลือใชจากการเกษตร       
ประมาณ  5 % จะเพิ่มผลผลิตยิ่งขึ้น  เมื่อเลือกสายพันธุที่ดีและฤดูที่เหมาะสมผลผลิตสูงสุด        
ที่ไดจากการทดลองระดับฟารม คือ น้าํหนักดอก/น้ําหนักวัสดุเพาะเทากับ 56% หรือ Biological 
efficiency เทากับ 124%(สุทธพรรณ ตรีรัตนและคณะ, 2529)  นอกจากนี้การปรับปรุงสายพันธุ
เห็ดหอมเปนอกีทางเลือกหนึง่ที่จะสามารถพัฒนาสายพนัธุ เพื่อใหเหมาะสมกบัภาวะแวดลอม   
ในประเทศไทย  และเพื่อเพิม่ผลผลิตใหไดปริมาณมากๆ เชน  ไดมีการผสมพนัธุ ระหวางเห็ดหอม  
( Lentinula edodes (Berk) Pegler.)และเห็ดขอนขาว (Lentinus sqarrosulus (Mont) Pegler.) 
ดวยวิธกีารรวมโปรโตพลาสต ไดเห็ดหอมสายพนัธุลกูผสม  2 สายพนัธุ (ประภัสสร โชคสวนทรพัย, 
2539)  มีรายงานการวิจัยผลของอายุสปอร และสูตรอาหารที่มีผลตอการงอกของสปอรเห็ดหอม 
เพื่อเปนแนวทางในการเพาะสปอรและผสมพันธุเห็ดหอมใหไดพันธุใหม  (มุกดา คูหิรัญ และฐิติมา 
ตันติกาญจน, 2529)   การสรางสายพันธุตรวจสอบเพื่อศึกษา incompatibility factors ของ
เห็ดหอมบางสายพนัธุเพื่อเปนประโยชนตองานวิจยัในดานผสมพนัธุเหด็หอม   (มุกดา คูหิรัญ , ฐิติ
มา ตันติกาญจน  และสุทธพรรณ ตรีรัตน, 2530)  

  งานวิจยัครั้งเพื่อศึกษาการเหนีย่วนําใหเกดิมิวเทชนั ซึ่งเปนการพฒันาสายพันธุ
เพื่อเพิม่ปริมาณผลผลิต ทําโดย การใชสารโคลชิซิน ใหเกิดโพลีพลอยด กับเซลลของเห็ดหอม แลว
นําไปบมใหไดเสนใยและเกดิเปนดอกเห็ดตอไป 

 

การชกันําใหเกิด โพลีพลอยด ดวยสารโคลชิซิน 
โพลีพลอยด เกิดขึ้นได 2 แบบ คือ การเพิ่มจํานวนชุดของโครโมโซมมีกําเนิดจาก

พืชชนิดเดยีวกันเรียกวา autopolyploidy อีกพวกหนึ่งมกีารเพิม่จํานวนของโครโมโซมที่มีตนกําเนดิ
มาจากตางชนดิกัน เรียกวา allopolyploidy (สิรนุช ลามศรีจันทร, 2540)  โพลีพลอยด อาจเกิดขึน้
ไดเองตามธรรมชาติ แตเกิดขึ้นไดนอยมาก  ดังนั้นจงึไดมีการชักนําใหเกิดโพลีพลอยด  อาจทําได
โดยการใช อุณหภูมิ หรือสารเคมี เชน โคลชิซิน Oryzalin  Hydroquinole Vinblastin  Trifluralin 
และ Amiprophos methyl ( APM ) สวนสารโคลชิซินเปนสารเคมีที่ใชกนัแพรหลายมากที่สดุ    
โคลชิซินเปนสารประเภทอัลคาลอยด (alkaloid) มีผลึกเปนรูปเข็ม ไมมีสี แตจะมีสีเหลืองออนเมื่อ
ถูกแสง น้ําหนักโมเลกุล 399.43  จุดหลอมเหลว 155o – 157 oC     สูตรโมเลกุล C22H26NO6                     
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( Eigsti and Dustin , 1955 ; King and Stansfield , 1990 ) มีคุณสมบัติเปนดางออนๆหรือเปน
กลาง ( Hussein and Narsa , 1974 ) ละลายไดดีในแอลกอฮอล คลอโรฟอรมและน้ําเยน็         
จะละลายไดนอยในน้าํอุน น้าํรอนและเบนซิน ในอีเทอรแทบจะไมมีการละลายเลย เปนสารที่สกัด
ไดจากสวนของเมล็ดกับหัวของ Colchicum autumnale Linn. (Eigsti and Dustin , 1955)  
  สารโคลชิซินมคีุณสมบัติยับยั้งการสราง spindle fiber ในขณะทีน่ิวเคลียสมีการ
แบงตัวทาํใหเซลลหยุดอยูทีร่ะยะเมตาเฟส (Eigsti et al,1949) ซึ่งสามารถนาํมาใชประโยชนใน
หองปฏิบัติการในการศึกษาโครโมโซม และชักนาํใหพืชมกีารเพิม่จํานวนชุดของโครโมโซม
โดยทั่วไปพืชทีเ่ปน โพลีพลอยด มักจะใหลกัษณะตางๆ เชน ลําตนแข็งแรง ใบหนาใหญ ดอก ผล 
เมล็ด และปากใบใหญ  นอกจากนี้ยงัทาํใหสวนประกอบทางเคมีบางชนิดที่มีอยูในลําตน ใบ หรือ
ผล มีปริมาณที่สูงกวาในพชื diploid และอาจมีลักษณะที่ดีทางเศรษฐกิจ ทําใหไดตนที่ใหผลผลิต
สูง ตลอดจนมีคุณภาพของผลผลิตที่ดีดวย เชน กลวยไมที่เปน tetraploid จะมกีลีบดอกขนาด
ใหญ ทาํใหบานไดนาน (สาริณี ไชยเจริญ, 2538) แตงโมที่เปน โพลีพลอยด จะมีเปอรเซ็นตน้าํตาล
สูงกวา diploid (ดํารง สินไชย, 2521) พชืที่เปน โพลพีลอยด ชนิดเลขคี่ ไดแก 3n , 5n , 7n มักจะ
เปนหมัน เนือ่งจากมีปญหาเกี่ยวกับกระบวนการไมโอซิส ทาํใหไดสายพนัธุพืชที่ไมมีเมล็ด  เชน 
แตงโม องุน กลวย ซึ่งเปนประโยชนทางการคาอยางด ี( วิสุทธ ิ ใบไม , 2538 )  ในตางประเทศไดมี
รายงานผลการวิจัย การชักนําใหเกิด โพลีพลอยด ในเห็ดกระดุม(Agaricus bisporus.) ดวยโคล
ชิซินโดยใชกับ basidiospore  โปรโตพลาสต และสวนของเสนใย  เปนเวลา 10 ชั่วโมง ความ
เขมขน    8 ระดับ  ตั้งแต 100 – 1,500 µg/ml พบวา โปรโตพลาสตเพียงอยางเดียว  เทานั้นที่พบ
การเปลี่ยนแปลงโดย colony เปลี่ยนเปนสีครีม  จากสายพนัธุพอแมที่มีสีขาว  และพบวา ปริมาณ 
DNA เพิ่มข้ึนมากกวาสายพันธุพอแมหลายเทาตัว กลุมที่วัดไดสูงทีสุ่ดคือ 24.4  µg/g ซึ่งอาจ
เปนไปไดวาเกดิจากการเพิ่มจํานวนของโครโมโซม  เนื่องจากถกูชักนําดวยโคลชิซนิ (Handa et al, 
1997)  

งานวิจยันี้มุงศกึษาถงึ การชักนําใหเกิดโพลีพลอยดในเห็ดหอม เพื่อเปนการ
ปรับปรุง และพัฒนาสายพนัธุทางดานการเพิ่มปริมาณผลผลิต และใหไดสายพนัธุที่แข็งแรง มี
คุณภาพ  รวมทัง้สารประกอบทางเคมีบางชนิดที่เปนประโยชนในเห็ดหอมอาจเพิ่มปริมาณสงูขึ้น  
ซึ่งนาจะเปนสายพนัธุเห็ดหอมสายพันธุใหมทีม่ีลักษณะที่ดีทางเศรษฐกิจ และไดรับการเผยแพร
ตอไป 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
   เพื่อศึกษาการชักนาํใหเกิดมวิเทชนัในเห็ดหอม Lentinus edodes (Berk) Sing. 
และ เปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานวิทยากับปริมาณผลผลิตระหวางสายพนัธุดั้งเดิม และ     
สายพนัธุมิวเทชัน 
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ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
1. ไดเห็ดหอมสายพันธุใหมที่ใหผลผลิตสูง 
2. ลดการนําเขาเห็ดหอมจากตางประเทศ โดยบริโภคเห็ดหอมคุณภาพที่ผลิตได

ภายในประเทศเอง 
3. กระตุนใหนักวจิัยวิเคราะหหาทางเลือกใหมๆเพื่อเพิม่ศักยภาพในการผลิต  โดยเฉพาะ

การปรับปรุงและพัฒนาสายพันธุ จากสายพันธุเดมิที่มีความหลากหลายอยูแลว
ภายในประเทศ 



บทที่ 2 
ตรวจเอกสาร 

 
  เห็ดหอมมีชื่อสามัญ (common name) วา Black Mushroom ชาวญี่ปุน เรียกวา 
shiitake มีชื่อวิทยาศาสตรวา  Lentinus edodes (Berk.) Sing  ตอมา Pegler (1983) ใหชื่อที่
ถูกตองวา Lentinus edodes (Berk.) Pegler 
  การจัดจําแนกหมวดหมูของเห็ดหอม (Pegler ,1983) เปนดังนี้ 
 Kingdom     Myceta  
 Division     Amastigomycota 
  Subdivision    Basidiomycotina 
   Class    Basidiomycetes 
 Subclass    Holobasidiomycetidae II 
  Order    Agaricales 
   Family   Tricholomataceae 
    Genus   Lentinus  
     Species  Lentinus  edodes. 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเห็ดหอม 
 เห็ดหอมสามารถแบงวงศชีพไดเปน 2 ระยะ  คือ  (ฐิติมา  ตันติกาญจน , 2529) 

1. ระยะเสนใย 
เมื่อสปอรถูกดีดออกจากดอกเห็ดและมีสภาวะแวดลอมที่เหมาะสมตอการงอก  จะ

งอกเจริญไปเปน เสนใยระยะที่ 1 (primary mycelium หรือ monokaryotic mycelium) มี
นิวเคลียสแบบแฮพลอยด (haploid) ไมมี clamp connection เสนใยระยะที่ 1ที่มีนิวเคลียสซึ่งมี
incompatibility factor คนละชนิดมาพบกัน จะมีการรวมกันของไซโตพลาสซึมและนิวเคลียสจาก
เซลลหนึ่งไปรวมอยูในอีกเซลลหนึ่ง กลายเปนเสนใยระยะที่ 2 (secondary mycelium หรือ 
dikaryotic mycelium) มีสภาพเปน dikaryon (n+n) หรือ heterokaryon มีการสราง clamp 
connection ขึ้นในขณะที่มีการแบงเซลลแบบไมโตซิส (mitosis) ทําใหเสนใยระยะที่ 2 นี้ แบงเซลล
ขยายออกไปไดเร่ือยๆ 

2. ระยะดอกเห็ด 
เมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสมตอการเกิดดอกเห็ด  เสนใยระยะที่ 2 จะรวมตัวกันเกิด

เปนดอกเห็ด ซึ่งประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ 
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2.1 หมวกดอก (pileus หรือ cap)  ดอกเห็ดหอม กวางประมาณ 5 - 12 เซนติเมตร มี
รูปรางนูนจนถึงเกือบแบนราบ ผิวแหง สวนเคลือบผิว (cuticle) มีสีน้ําตาลออก
แดง ตั้งแตแดงออนจนถึงแดงเขม ผิวอาจแยกเปนรอง เนื้อดอกเห็ดมีสีขาวหรือ
ออกสีน้ําตาลในบริเวณใกลๆสวนเคลือบผิว ดอกที่มีอายุมากจะมีเนื้อเหนียวกวา
ดอกที่ยังออนอยู 

2.2 ครีบ (lamellae)  เปนสวนที่อยูใตหมวกดอก มีสีขาว เมื่อถูกกระทบกระเทือนจน
ช้ําจะมีจุดสีน้ําตาลแดงเกิดขึ้น และจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลเมื่อมีอายุมาก ครีบ
ติดกับกานแบบ adnate จนถึง adnexed ขอบมีลักษณะ serrate จนถึง 
denticulate ครีบหนาประมาณ 5 - 7 ไมโครเมตร 

2.3 กานดอก (stipe หรือ stalk) ยาวประมาณ 3 – 5 เซนติเมตร เสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 8 – 13 มิลลิเมตร ขนาดเกือบเทากัน ตลอดความยาวของกาน หรือ
อาจขนาดใหญกวาตรงโคนกาน เนื้อแข็งและเหนียว บริเวณผิวกานมีเยื่อบางๆ 
คลายขนปกคลุม 

ลักษณะสปอรของเห็ดหอม 
 ภายในเนื้อเยื่อของครีบในดอกเห็ด ซึ่งแตละเซลลประกอบดวยสองนิวเคลียส จะมีการ
รวมกันของนิวเคลียสไดนิวเคลียสแบบดิพลอยด (2n) เฉพาะเซลลที่จะมีการเจริญไปเปน 
basidium เทานั้น และเกิดการแบงนิวเคลียสแบบไมโอซีส (meiosis) ทันที ไดสี่นิวเคลียส เจริญ
เปนสปอรซึ่งเรียกวา เบสิดิโอสปอร (basidiospore) สปอรกวาง 5.5 – 6.5 X 3 – 3.5 ไมโครเมตร มี
รูปราง subcylindric nonamyloid ผิวเรียบและมีผนังบาง  หนึ่งเบสิเดีย (basidia) มีสี่เบสิดิโอ
สปอร  
สารออกฤทธิ์และสรรพคุณทางยาของเห็ดหอม 
 มีผูทดลองใหหนูกินเห็ดหอมแลวพบวา cholesterol ในเลือดลดลง (Kaneda et al.1964) 
ไดมีผูวิจัยเรื่องนี้มาก Tokita และคณะ.(1972) ทดลองเลี้ยงหนูดวยเห็ดหอมแหง พบวา 
cholesterol ในเลือดลดลง และยังทดลองเลี้ยงดวยเห็ดแหงชนิดอื่นๆอีก เชน เห็ดแชมปยอง
(Agaricus bisporus.) และเห็ดหูหนู (Auricularia polytricha.) ซึ่งก็ลด cholesterol ได โดยเห็ด
แชมปยองลดไดดีกวาเห็ดหูหนู  ผูวิจัยคณะนี้ไดสกัดสารจากเห็ดหอมทําใหบริสุทธิ์ หาสตูรไดเปน 
C9H11O4N6 มีคุณสมบัติลด cholesterol  (Hypocholesterolemic effect)  ตอมามีผูเรียกชื่อสารนี้
วา ERITADENINE และมีการทดลองสนับสนุนคุณสมบัติของสารนี้กับหนูอีกมาก (Takashima et 
al. 1973 : Yamamura , 1974)  สถาบันทางโภชนาการของญี่ปุนไดใหความสนใจเห็ดหอมมาก 
Suzuki และ Ohshima (1974)  จึงไดทดลองกับคนไดผลนาพอใจวา หญิงสาวที่ทานเห็ดหอมสด 
90 กรัม ทุกวันเปนเวลา 1 อาทิตย จะทําให cholesterol ในเลือดลดลง 12 เปอรเซ็นต ถา
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รับประทาน    เห็ดหอมแหง 9 กรัมตอวัน cholesterol ลดลง 7เปอรเซ็นต เมื่อทดลองกับคนอายุ 
60 ป พบวา cholesterol ลดลง 9 เปอรเซ็นต หลังจากทานเห็ด 1 อาทิตย  Saitoh (1974) ศึกษา
ผลของ Eritadenine ตอพวกไขมันในน้ําดีซึ่งออกมาจากตับพบวา เมื่อให Eritadenine กับคนไข 
ระดับ cholesterol  ลดลงหลังจาก 7 วัน  และมี bile acid สูงขึ้นซึ่งทําให  cholesterol ละลายดี
ข้ึน 
 สถาบันมะเร็งแหงชาติของประเทศญี่ปุนทําการวิจัยสารที่สกัดจากเห็ดหอม เห็ดแชมปยอง 
และเห็ดอื่นอีก 3 – 4 ชนิด พบวามีสารที่สามารถตอตานเนื้องอกและมะเร็ง  Chihara และคณะ 
(1969) และ Hamuro และคณะ (1974) รายงานถึงสาร LENTINAN  เปนสารประกอบพวก 
polysaccharide สามารถยับยั้งการเจริญของเนื้องอกชนิดหนึ่งซึ่งทําใหเกิดขึ้นในหนู (sarcoma – 
180 transplanted mice) สารสกัดจากเห็ดหอมใหเปอรเซ็นตการยับยั้ง 80.7 เปอรเซ็นต  
 ไดมีการคนพบมานานแลววาสารสกัดจากเห็ดบางชนิดมีผลตอตานไวรัสที่ทําใหเกิด
โปลิโอ และ ECHO ไวรัส (Cochran and Lucas , 1959 ; Goulet et al. 1960) ตอมามีผูศึกษาวา
สารจากเห็ดหอมจะมีผลตอไวรัสที่ทําใหเกิดโรคตางๆ Yamamura and Cochran (1974) เมื่อสกัด
สารจากเห็ดหอมดวยน้ํา แลวแยก ไดสารชนิดหนึ่งใหชื่อวา Ac2P นํามาทดสอบความสามารถ
ตอตานไวรัส (antiviral activity) กับไวรัสที่ทําใหเกิดโรคไขหวัดใหญ โปลิโอ และโรคอื่นๆ โดยทําใน
หลอดทดลองกอน ไดผลวา Ac2P นี้สามารถตอตานไวรัสพวก myxovirus คือ RNA virus และ
เจาะจงเฉพาะไวรัสที่ทําใหเกิดโรคไขหวัดใหญ ตอมานํามาทดลองกับหนูก็พบวาระงับอาการของ
โรคไดอยางดี Ac2P หยุดยั้งการเพิ่มจํานวนของไวรัส แตยังไมรูกระบวนการแนนอนและไม
เกี่ยวของกับการสราง interferon  
 Suzuki และคณะ (1974) ศึกษาสารตอตานไวรัสที่ไดจากเห็ดหอม แตเขาคิดวาสารนี้อยูที่ 
สปอรจึงทดลองสกัดสารจากสปอรดวย phenol แลวนําไปทดสอบกับหนูที่ทําใหเปนโรคไขหวัด
ใหญโดยไวรัส พบวา สารนั้นชวยใหหนูมีเปอรเซ็นตการอยูรอด 60เปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับหนูที่
ไมไดรับสารซึ่งมีเปอรเซ็นตการอยูรอด 0 เปอรเซ็นต  สารที่สกัดมาไดนี้ มี RNA เขาจึงเรียกวา 
“mushroom RNA” การทํางานตอตานไวรัสตางจาก Lentinan โดย mushroom RNA จะชักนําให
เกิด interferon ยับยั้งมิใหไวรัสเขารุกรานเซลลพิสูจนโดยฉีด mushroom RNA ใหกระตายแลว
ตรวจเซรุมของเลือดก็พบสาร interferon 
โพลีพลอยดในสิ่งมีชีวิต 
 โพลีพลอยดถือเปนเรื่องธรรมดาที่เกิดขึ้นไดงายและพบมากในธรรมชาติสําหรับพืช  แต
สําหรับสัตวมีเพียงไมกี่สปชีรเทานั้นที่รูจัก เชน Drosophila และ Salamander ในหองทดลองเคยมี
ผูสังเกตพบวา  เซลลของสัตวเล้ียงลูกดวยนมที่เจริญในอาหารเลี้ยงเซลลพบบอยครั้งที่เปน         
โพลีพลอยด 
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 โพลีพลอยด แบงไดเปน 2 ชนิดหลัก คือ 
1. Aneuploidy คือ กรณีที่สิ่งมีชีวิติมีจํานวนโครโมโซมบางโครโมโซมในนิวเคลียส

เพิ่มข้ึนหรือลดลงกวาจํานวนปกติ (2n) ของส่ิงมีชีวิตนั้น  เชน  ส่ิงมีชีวิตที่มีโครโมโซมแทงใดแทง
หนึ่งขาดหายไปหนึ่งแทง (2n – 1) เรียกวา monosomic หากมีการเพิ่มข้ึนของโครโมโซมใดๆ หนึ่ง
แทงจากปกติ (2n + 1) เรียกวา trisomic ในสิ่งมีชีวิตที่เปน tetrasomic คือมีการเพิ่มของโครโมโซม
แทงใดแทงหนึ่งขึ้นอีกสองแทง (2n + 2) และหากเปน (2n + 2 + 2) เรียกวา double tetrasomic 
บางกรณีพบวามีการขาดหายไปของ  homologous chromosome อยางใดอยางหนึ่ง (2n – 2) 
เรียกวา nullisomic 

2. Euploidy  คือกรณีที่มีการเปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซมเพิ่มข้ึนหรือลดลงท้ังชุด
ของโครโมโซม เชน monoploid มีหนึ่ง genome ตอนิวเคลียส เปนตน  หากมีการเพิ่มข้ึนของ 
genomes ที่เหมือนกันหรือใกลเคียงกันมาก เชนการเพิ่ม genomes ของตัวเอง  เรียกวา  
Autopolyploid แตหากมีการเพิ่มข้ึนของ genomes จาก genomes ที่แตกตางกัน  เชนมาจาก
ตางสปชีร เรียกวา Allopolyploid 

อยางไรก็ตามเปนการยากที่จะแยกสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด ชนิดใดชนิดหนึ่งวาเปน Auto 
หรือ Allopolyploid 

คุณสมบัติโดยทั่วไปของสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด (Dnyansagar,V.R. 1992.) 
โดยทั่วไปมักจะเปรียบเทียบสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด กับส่ิงมีชีวิต diploids ตามลักษณะการ

แสดงออกที่มองเห็นเสมอ แตในความเปนจริงการเพิ่มขึ้นของจํานวนโครโมโซม อาจมีผลตอการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐานพอๆกับลักษณะทางดานกายภาพ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงทาง    
กายภาพตรวจสอบไดยาก 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด  โดยทั่วไป 
1. มีลําตนหรือกอหนาแนน และอวบใหญ 
2. มีใบกวางหนา และเขียวเขมกวาเมื่อเทียบกับ diploid  
3. ปากใบของพืชมักมีขนาดใหญกวาตน diploid 
4. ขนที่พบตามลําตนและใบจะดกและหยาบกวาตน diploid  
5. โดยรวมแลวจะเพิ่มข้ึนทั้งขนาดและความแข็งแรง ในทุกสวนของตน เชน Nicotiana 
6. ดอกและสวนของดอกเพิ่มขนาดขึ้น เชน Chrysanthemum 
7. ละอองเกสรตัวผูมีขนาดใหญกวา 
8. พืช โพลีพลอยด สวนใหญมักมีผลขนาดใหญขึ้น เชน แอปเปล 
9. เมล็ดมักมีขนาดใหญกวา 
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10. การเกิดโพลีพลอยด มีผลตอความสมบูรณพันธุของสิ่งมีชีวิตดวย อาจมีความผิดปกติ
ในการแบงแบบไมโอซิส ทําใหเปนหมัน นักปรับปรุงพันธุพืชจึงใชประโยชนในเรื่องนี้
สรางสายพันธุพืชที่ไมมีเมล็ด เชน แตงโมไมมีเมล็ด 

11. จํานวนดอกตอตนจะลดลง 
12. ทอลําเลียงน้ํา (xylem) ในลําตนมีขนาดใหญ 
13. ขนาดของนิวเคลียสมีขนาดใหญกวา เมื่อเทียบกับ diploid 
ลักษณะทางสรีระวิทยาของสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด  โดยทั่วไป 
1. เคยมีผูสังเกตวา อัตราการเจริญเติบโตของพืช Autotetraploids ชากวาเมื่อเทียบกับ

พืช diploid  
2. ออกดอกชากวาพืช diploid  
3. เคยพบวาปริมาณ nectaric เพิ่มข้ึน ในมะเขือเทศ tetraploids 
4. พบวาปริมาณ Ascorbic acid เพิ่มข้ึนในมะเขือเทศและกระหล่ําปลี tetraploids 
5. พบวาปริมาณโดยรวมของ Alkaloid เพิ่มข้ึน ใน Autotetraploids ของ Rauvolfia 

scrpentina. 
6. มีผูสังเกตพบวาเปอรเซ็นต รวมของ Na  Ca  K และ Mg เพิ่มข้ึน แตอยางไรก็ตาม

คารโบไฮเดรต และ Sulphur กลับลดลง 
7. ในขาวโพด tetraploids พบวา 40 เปอรเซ็นตของผลผลิตมีวิตามินเพิ่มข้ึน ในขณะท่ี

องุน tetraploids มีปริมาณ riboflavin และ pantothenic acid เทาๆกับ diploid 
8. Osmotic concentration  ของเซลล โพลีพลอยด สูงกวา diploid 
9. ปริมาณน้ําในเซลลจะเพิ่มข้ึนตามขนาดของเซลล การเพิ่มข้ึนนี้ทําใหโพลีพลอยด มี

ความตานทานการเปนน้ําแข็งนอยกวา เมื่อเทียบกับ diploid 
ลักษณะทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตโพลีพลอยด 
1. โพลีพลอยด  คือส่ิงมีชีวิตที่มี Allelomorphic genes มากกวาสอง 
2. โพลีพลอยด ที่เปน Autotetraploids มีความเสถียรทางพันธุกรรมมากกวา diploid  

เพราะ การแยกกันอยางอิสระของโครโมโซมใน Autotetraploids มีผลทําให 
recessive types มีความถี่ที่เกิดขึ้นนอยกวา diploid  

3. อัตราการกลายพันธุในโพลีพลอยด นอยกวาเมื่อเทียบกับ diploid โดยหลัก
วิวัฒนาการ สปชีรที่มีจํานวนโครโมโซมมากกวาถูกพิจารณาวาเปนสปชีร ที่มี
วิวัฒนาการสูงกวา  พืชที่มีจํานวนโครโมโซมมากๆ ถูกสันนิษฐานวาเกิดจากพืชชนิด
นั้นเพิ่มจํานวนโครโมโซมขึ้นเอง หรือเกิดจากผสมกับโครโมโซมของพืชชนิดอื่น 
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การชักนําใหเกิดโพลีพลอยด 
 นอกจากโพลีพลอยด จะเกิดขึ้นตามธรรมชาติแลว อาจเกิดไดโดยการชักนําให
เกิด เชน การขยายพันธุ โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และโดยฝมือมนุษยอีกดวย ไดแก การ
ใชรังสี  ความรอน  ความเย็น (environmental shock) หรือสารเคมี (สาริณี , 2538) 
 สารเคมีที่ใชชักนําใหเกิดโพลีพลอยดในพืชไดแก 
  Colchicine 
  Ethylmethane – sulphonate (EMS) 
  N-ethyl-N-nitrosourea (NE) 
  N-methyl-N-Nitro-N-Nitrosoquanidine (NG) 
  Benzene paradichlorobenzene 
  8 – bromonaphthalene 
  8 – oxyquinoline 
  5 – agacytidine 
  nitrogendioxide 
  ยาฆาแมลงบางชนิด เชน lindane 
สารเคมีที่นิยมใชกันแพรหลายมากที่สุด คือ โคลชิซิน  

การชักนําใหเกิดโพลีพลอยดดวยโคลชิซิน 
โคลชิซิน เปนสารเคมีที่มีประสิทธิภาพในการชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนโครโมโซมไดดี 

ในพืชหลายชนิด หาซื้อไดงายและไมเปนอันตรายตอเซลลในดานอื่นๆ สารนี้จะทําใหโครโมโซม
เพิ่มข้ึนเปน 2 เทา โดยไมมีการเปลี่ยนแปลงภายในโครโมโซม  แตจะไปยับยั้งการเจริญของ 
spindle fiber ในกระบวนการแบงนิวเคลียสแบบไมโตซิสหรือไมโอซิส การแยกตัวของ โครมาติด
ชาลง  ไมมีการเคลื่อนที่ของโครโมโซมในระยะแอนาเฟส   ทําใหโครโมโซมภายในเซลลเพิ่มข้ึนเปน 
2 เทา (Dermen , 1940 , Eigsti and Dustin , 1955) สารนี้จะมีผลตอเซลลที่กําลังแบงตัวเทานั้น   
จึงมักนิยมใชสารนี้กับ  ตา  ยอดออน  ตนออน  และเนื้อเยื่อที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
(Hagino et al , 1978) 

คุณสมบัติของโคลชิซิน 
 โคลชิซิน เปนสารประเภทอัลคาลอยด (alkaloid) มีผลึกเปนรูปเข็ม ไมมีสี แตจะมี

สีเขมข้ึน (สีเหลืองออน) เมื่อถูกแสง น้ําหนักโมเลกุล 399.43  จุดหลอมเหลว 155-157 °C สูตร
โมเลกุล  C22H25NO6  และมีสูตรโครงสรางโมเลกุลดังนี้ (รูปที่ 2)  
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สูตรโครงสราง   
 
 
 

รูปที่ 2 สูตรโครงสรางของโคลชิซิน 
ที่มา : ( Eigsti and Dustin , 1955 ; King and Stansfield , 1990 ) 
โคลชิซิน มีคุณสมบัติเปนดางออนหรือเปนกลาง ( Husscin and Narsa , 1974 ) จึงไม

สามารถทําปฏิกิริยากับกรด เพื่อใหเกิดเกลือของอัลคาลอยด ซึ่งแตกตางจากอัลคาลอยดชนิดอื่น   
แตก็ถูกจัดวาเปนอัลคาลอยด เพราะสามารถตกตะกอนกับสารที่ใชทดสอบอัลคาลอยดได            
( alkaloidal reagent ) หลายตัว ( เอกรินทร , 2525 ) ละลายไดดีในอัลกอฮอล  คลอโรฟอรม   
และในน้ําเย็น  ละลายไดนอยในน้ําอุน  น้ํารอน  เบนซิน และอีเทอรแทบจะไมละลายเลย            
เปนสารที่สกัดไดจากสวนของเมล็ดกับหัวของ autumn crocus (Colchicum autumnale. Linn) 
และใน  Colchicum  อีกหลายชนิด  เชน  C.luteum  .  Baker. Gloriosa superba Linn.       
(Eigsti and Dustin , 1955) 
 สารโคลชิซินมีคุณสมบัติยับยั้งการสราง spindle fiber ในขณะที่นิวเคลียสมีการแบงตัวทํา
ใหเซลลหยุดอยูที่ระยะเมทาเฟส  ( Eigsti et al , 1949 ) และจะทําใหเกิดการสราง autopolyploid 
nuclei ในเวลาตอมา ซึ่งสามารถนํามาใชประโยชนในหองปฏิบัติการ ในการศึกษาโครโมโซมและ
ชักนําใหมีการเพิ่มชุดของโครโมโซม เพื่อใหไดสายพันธุใหมท่ีมีลักษณะที่ดีทางเศรษฐกิจ         
สวนใหญมักใชในพืช เชน แตงโมที่เปน  โพลีพลอยด  จะมีเปอรเซ็นตน้ําตาลสูงกวา  diploid  
(ดํารง  สินไชย , 2521) กลวยไมที่เปน tetraploid จะมีกลีบดอกขนาดใหญ ทําใหบานไดนาน     
(สาริณี  ไชยเจริญ , 2538)   
 การใชสารละลายโคลชซิินในเห็ดรา 
  มีรายงานผลการวิจัยการชักนําใหเกิด  โพลีพลอยด ใน Agaricus bisporus. ดวย
โคลชิซิน โดยใชกับ basidiospore โปรโตพลาสต และสวนของเสนใย เปนเวลา 10 ชั่วโมง ความ
เขมขน 100 – 1,500 µg/ml พบวาโปรโตพลาสตเพียงอยางเดียวเทานั้นที่มีปริมาณ DNA เพิ่มข้ึน
มากกวาสายพันธุพอแมหลายเทาตัว ซึ่งอาจเปนไปไดวาเกิดจากการเพิ่มจํานวนของโครโมโซม 
เนื่องจากถูกชักนําดวยโคลชิซิน ( Handa et al , 1997 )  
  Sarangbin , S. และคณะ. (1994)  ทดลองชักนําใหเกิด autopolyploid กับ 
Aspergillus niger. wu – 2223 L ดวย โคลชิซิน ซึ่งเปนสายพันธุที่ผลิตกรดซิตริก พบวา  สายพันธุ
โพลีพลอยด ใหผลผลิตกรดซิตริก มากกวาสายพันธุพอแม ถึง 1.4 เทา เมื่อใหน้ําแปงเปนแหลง
คารบอน แตเมื่อนําสายพันธุที่เปนโพลีพลอยดมาชักนําใหกลับเปน haploid  ดวย benomyl พบวา

  CH3O 

  CH3O 
  CH3O

  H2

 CH3

NH.CO.CH3

  O
CH.OCH3
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ประสิทธิภาพการผลิตกรดซิตริกจะกลับมาเทากับสายพันธุพอแมเชนเดิม แสดงใหเห็นวาการผลิต
กรดซิตริกเพิ่มข้ึนเนื่องจากการเพิ่มของชุดโครโมโซม ไมใชเกิดจากการกลายพันธุของยีนที่
เกี่ยวของกับการผลิตกรดซิตริก เมื่อถูกเหนี่ยวนําดวยโคลชิซิน  
  Toyama,H.และ Toyama,N. (1994)  พบนิวเคลียสที่มีขนาดเล็กกวาปกติ 
เรียกวา smaller nuclei จากการชักนําใหเกิด Autopolyploid ดวย โคลชิซิน กับ Pleurotus 
ostreatus .จากกลุมเสนใย 
  Toyama,H.และ Toyama,N. (1995) ทดลองชักนําใหเกิดโพลีพลอยด ดวย    
โคลชิซิน กับเสนใย Trichoderma reesei. QM 9414 พบวาพวก diploid มีการผลิต cellulase 
เพิ่มข้ึนเกือบเปน 2 เทาของสายพันธุเดิม แต  binucleate conidia ที่เปน tetraploids ไมมีการผลติ 
cellulase เพิ่มข้ึน และเมื่อนํา tetraploids นี้ไปชักนําดวย โคลชิซิน 0.2 เปอรเซ็นต อีกครั้งจึงเกิด 
multiple nuclei ที่ผลิต cellulase มากกวา binucleate tetraploids เดิม และ diploid แสดงให
เห็นวา multinucleation technique มีสวนชวยใหมีการเพิ่มการผลิต cellulase  
  Toyama,H.และ Toyama,N. (1995)  ทดลองชักนําใหเกิด โพลีพลอยด กับ 
Trichoderma reesei .ดวย โคลชิซิน เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต ทําใหเกิดโครงสรางคลาย 
Micronucleus ซึ่งมี สวนประกอบของดีเอ็นเอ  เฉลี่ย 30 เปอรเซ็นต ของนิวเคลียสปกติ ซึ่งเปนการ
แสดงใหเห็นวา nuclei เหลานี้เปน aneuploid nuclei ซึ่งอาจนําไปทําประโยชนในการถายยีน 
transformation กลุม DNA ที่มีประโยชนไปสู protoplast ได  
  เสนใยของ เห็ดหอม. เปน binucleate ดังนั้นหากเหนี่ยวนําใหเกิด โพลีพลอยด ได
ยิ่งเปนสิ่งที่นาสนใจ เพื่อจะไดสายพันธุใหมที่มีคุณสมบัติดีข้ึน และเปนพื้นฐานในการทําวิจัยที่
เกี่ยวของตอไป  งานวิจัยที่เกี่ยวกับ โพลีพลอยด ในรา โดยเฉพาะ ใน  class Basidiomycetes ยัง
มีนอยมาก ( Toyama,H.and Toyama,N. ,1995 )  ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้จึงพยายามที่จะชักนําให
เกิดมิวเทชัน ดวยสารโคลชิซิน ในเห็ดหอมขึ้น 



บทที่ 3 
อุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีการวิจัย 

 
อุปกรณ 

1. กลองจุลทรรศนแบบกลับ ( inverted microscopes ) รุน Wilover 5 ของบริษัท 
Hund,Germany 

2. เครื่องชั่ง ( balance ) แบบละเอียด ทศนิยม 4 ตําแหนง รุน 80 A-200M ของบริษัท 
Precisa,Switzerland 

3. กลองจุลทรรศน 
4. micrometer ของบริษัท Nikon,Japan 
5. เทอรโมมิเตอร 
6. Multi-Purpose light Microscope บริษัท Olympus  
7. ฟลมสี ฟูจิ ISO 200 
8. ฟลม Instant Black and White FP-3000 B ฟูจ ิ
9. เครื่องวัดคาดดูกลืนแสง 
10. microcentifuge 
11. เครื่อง thermocycler สําหรับ PCR 
12. ชุดแยก DNA ดวยกระแสไฟฟา 
13. กลองถายภาพโพลาลอยด 

เสนใยที่ใชในการทดลอง 
 เชื้อเห็ดหอม สายพันธุ L074 จากหนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด  ภาควิชาพฤกษศาสตร    
คณะวิทยาศาสตร    จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เคมีภัณฑ 

1. อาหารแข็ง PDA (potato dextrose agar) ของบริษัท Difco Laboratories,U.S.A. 
2. อาหารเหลว PDB (potato dextrose broth) ของบริษัท Difco Laboratories,U.S.A. 
3. โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (potassium dihydrogen phosphate : KH2PO4 

ของบริษัท May and Baker Laboratory,England 
4. แมกเนเซียมซัลเฟต (magnesium sulfate : MgSO4 ของบริษัท May and Baker 

Laboratory,England 
5. ผงสกัดยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories,U.S.A. 
6. วุนผง (agar) ของบริษัท Difco Laboratories,U.S.A. 
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7. โพรพิเดียมไอโอไดด (Propidium Iodide , PI) ของบริษัท Sigma Chemical,U.S.A. 
8. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท May and Baker Laboratory,England 
9. เอนไซม RNase A ของบริษัท Sigma Chemical,U.S.A. 
10. กลูโคส (glucose) ของบริษทั Difco Laboratories,U.S.A. 
11. โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) ของบริษัท May and Baker 

Laboratory,England 
12. โปแตสเซียมครอไรด (KCl) ของบริษัท May and Baker Laboratory,England 
13. ดีเอ็นเอ เอ็กซแทร็กชั่น บัฟเฟอร (DNA extraction buffer (CTAB)) 
14. 1 M Tris-HCl บัฟเฟอร 
15. 0.5 โมลลาร อีดีทีเอ (EDTA) 
16. ทีอี แซททูเรต ฟนอล (TE saturated phenol) 
17. คลอโรฟอรม / ไอโซเอมิลอัลกอฮอล 
18. ฟนอล / คลอโรฟอรม 
19. ไอโซโพรพานอล (Isopropanol) 
20. ทีอีบัฟเฟอร (TE buffer) 
21. 50 X TAE buffer 
22. Loading buffer 
23. สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (Et Br solution) 
24. 7.5 M อัมโมเนียมอะซิเตต (7.5 M Ammonium Acetate) 
25. ผงอะกาโรส (Agarose powder) 
26. 10 X แท็ค ดีเอ็นเอ โพลีเมอเรส บัฟเฟอร (10X Tag DNA Polymerase buffer) 
27. แท็ค ดีเอ็นเอ โพลีเมอเรส (Tag DNA Polymerase) 
28. dNTP 
29. ไพรเมอร (Primer) บริษัท แปซิฟค ไซเอ็นซ จํากัด 

วิธีการวิจัย 
1. การเตรียมเสนใย 

ใชเสนใยเห็ดหอม สายพนัธุ L074 จากหนวยปฏบิัติการวิจัยเหด็ ภาควิชา
พฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  เลี้ยงเสนใยในอาหาร PDA ที่
อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) เพือ่ใหเสนใยเจริญเติบโตแข็งแรง  และขยายเสนใย
เพื่อใชในการทดลองตอไป  โดยจะเรียก   เสนใยสายพันธุเร่ิมตนนี้วาสายพันธุดั้งเดิมใน
การกลาวในหวัขอตอไป 



 15

2. การแยกเซลลเดี่ยวโดยใชสปอรไมอาศัยเพศ (oidia)  
นําเสนใยเห็ดหอม L074 เลี้ยงบนอาหารแข็ง  LcA  (ภาคผนวก ก)  ทาํการ

ทดลอง 3  ซ้าํ  สังเกตการสรางสปอรไมอาศัยเพศทกุๆ  3  วนั เปนเวลา 10 วัน 
3. การแยกเซลลเดี่ยวจากโคโลนีเห็ดหอม 
   เลี้ยงเสนใยเหด็หอมบนอาหาร PDA ใน Petri-dish ที่อุณหภูมิหอง 

3.1 พฤติกรรมการเจริญของเสนใยเห็ดหอม 
สังเกตลักษณะและตําแหนงของการเกิดเสนใย กิง่ ลักษณะและตําแหนงของการ

เกิด clamp connection  วัดขนาดของเสนใย กิง่ และตําแหนงของเสนใย กิ่งและ 
clamp connection  จับเวลา  บนัทึกผล 

3.2 การตัดเสนใยใหไดเซลลเดี่ยว 
ทดลองตัดเสนใยที่ตําแหนงเซลลที่สองนับจากปลายเสนใยบน PDA ที่ความยาว

ของเสนใย กิ่งขนาดตางๆ  เพื่อหาความเหมาะสมในการแยกเซลลเดี่ยว  ที่ทาํใหเกดิ
เซลลเดี่ยวรอดชีวิต  และมีระยะเวลาในการแบงเซลลหลังตัดคงที ่

3.3 การยายเซลลเดี่ยว 
ทดลองยายเซลลเดี่ยวบน PDA จาก Petri-dish หนึง่ไปยังอีก Petri-dish หนึ่ง  

บันทกึวิธีและจํานวนเซลลทีร่อดชีวิต 
4. หาภาวะที่เหมาะสมเพื่อชักนาํเซลลเห็ดหอมใหเกิดโพลีพลอยดดวยโคลชิซิน 

4.1 หาเปอรเซน็ตการอยูรอดของเซลลเห็ดหอมตอการชักนาํใหเกิดโพลพีลอยดดวย    
โคลชิซิน   

  วางเซลลเดี่ยวที่ไดตามขอ 3.3 บนอาหาร PDA ที่มีสารโคลชิซิน เขมขน 450, 990, 
1290, 1500, 1725, 1875 และ 2025 µg/ml  วัดอัตราการเจริญเติบโตและการอยู
รอดเทียบกับ control ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 10 วัน  ทาํ 3 ซ้ํา 

4.2 ศึกษาผลกระทบของโคลชิซนิตอเจริญเติบโตของเสนใย 
วางแผน PDA ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตรทีม่ีเสนใยเห็ดหอมเจริญอยู

เต็มแลว  บนอาหารเลี้ยงเสนใยที่แตกตางกนั 5 ชนิด ดงัตอไปนี้ 
1. สารละลายโคลชิซิน เขมขน 15 µg/µl  (1.5 เปอรเซ็นต) 
2. น้ํากลัน่ 
3. วุน (agar) 
4. อาหารแข็ง PDA  
5. อาหารเหลว PDB 
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ทิ้งไวที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 10 วัน  สังเกตบันทกึผล ทํา 3 ซ้ํา 
4.3 การชักนําใหเกิดโพลีพลอยดกับเซลลเดี่ยวดวยสารโคลชิซิน เขมขน 15 µg/µl  
วางเซลลเดี่ยวที่ไดตามขอ 3.3 บน Petri-dish เปลา  หยดสารละลายโคลชิซิน  เขมขน 15 

µg/µl บนเซลลดวย dropper จํานวน 2 หยด  ทิง้ไวเปนเวลา 2 ชัว่โมง และ  5 ชั่วโมง ที่
อุณหภูมิหอง  หลังจากนัน้หยดลางเซลลและแชชิ้น PDA ที่มีเซลลอยูดวยน้ํากลัน่  เปนเวลา   
1 ชั่วโมง จงึยายวางลงใน Petri-dish ทีม่ีอาหาร PDA ปกติ  เก็บเซลลที่รอดและขยายเสนใย
ตอไป   
5. การตรวจสอบสายพนัธุโพลพีลอยด 

5.1 วัดอัตราการเจริญเติบโตของเสนใยใน PDA ของสายพันธุทดลอง เปรียบเทียบกับ 
สายพนัธุดัง้เดมิ 

  โดยยายสายพนัธุทดลอง จากอาหาร PDA โดยการเจาะดวย cork borrer ขนาด
เสนผาศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร  วางบนอาหาร PDA กลาง Petri-dish สายพนัธุละ 
5 Petri-dish วางไวที่อุณหภูมิหอง  วางแผนการทดลองแบบ RBD  วัดรัศมีของเสนใย
ทุกวนัจนเต็ม Petri-dish บันทึกและเปรียบเทียบผล        

5.2 หาปริมาณ DNA ของสายพนัธุทดลอง เปรียบเทียบกับสายพนัธุดัง้เดมิ 
5.2.1 เปรียบเทียบปริมาณ DNA ดวยวิธีวัดความเขมแสงของ Propidium Iodide  

เล้ียงเสนใยแตละสายพันธุดวย PDA บนแผน cover glass จนเสนใยเจริญเกิน
ออกจากอาหาร PDA อยูบนแผน cover glass สวนหนึ่งจึงแยกสวนที่เปน  PDA ทิ้ง
ไป  คงเหลือแตเสนใยสวนเกินอยูบนแผน cover glass เทานั้น  นําเสนใยบน cover 
glass แชใน ethyl alcohol 80 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส       ขามคืน  
นําเสนใยมาลางดวย PBS buffer 2 คร้ัง  แลวยอยดวย RNase A  5 µg/ml ที่
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  2  ชั่วโมง   จากนั้นเติม Propidium Iodide (PI)        
100 µg/ml  ที่อุณหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  20  นาที  นําไปถายรูปผาน 
แสง UV คา   Excitation  wavelength  =   530   nm   Emission wavelength   =  
615 nm  ดวยกลองจุลทรรศนเพื่อนําไปวัดความเขมของแสงที่ไดจากนิวเคลียส เพื่อ
วิเคราะหเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
5.2.2 เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีวัดการดูดกลืนแสง (OD260 nm) 

5.2.2.1 เปรียบเทียบขนาดและลักษณะเสนใยของสายพันธุดั้งเดิมและสายพันธุ 
ทดลอง  
วางแผน PDA ที่มีเสนใยเจริญอยูเต็มแลว ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 

เซนติเมตร บนอาหาร PDB ใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร  เลี้ยงเสนใยโดยไม
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เขยา เปนเวลา 10 วัน  นําเสนใยของแตละสายพันธุเปรียบเทียบลักษณะและ
ขนาดเสนใยดวยกลองจุลทรรศน ถายภาพ 
5.2.2.2 สกัดดีเอ็นเอและวัดการดูดกลืนคลื่นแสง UV (OD260nm) ของเสนใยสาย

พันธุ ทดลอง เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
   เลี้ยงเสนใยเห็ดหอมสายพันธุดั้งเดิมและสายพันธุทดลอง ทุกสายพันธุ

ดวยอาหารเหลว PDB ใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร เปนเวลา 10 วัน โดยไม
เขยา นําเสนใยที่ไดมาลางดวยน้ํากลั่น อบเสนใยใหแหงใน Hot air oven ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ชั่งน้ําหนักและอบตอไปจนชั่งน้ําหนัก 3 คร้ังสุดทาย 
น้ําหนักไมเปลี่ยนแปลง จึงเก็บเสนใยใน Desicator หลังจากนั้นจึงชั่งน้ําหนัก
อยางรวดเร็ว สายพันธุละ 20 มิลลิกรัม ที่เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง เพื่อนํามา
สกัดดีเอ็นเอตอไป สกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงวิธีของ Stewart และ Via (1993) 
(ภาคผนวก ก)   นําดีเอ็นเอที่ไดมาวิเคราะหหาความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได 
โดยเจือจางสารละลายดี เอ็นเอ  ดวย  ที อี  บัฟเฟอร  แลววัดการดูดกลืน             
แสงอุลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่นแสง  260  280  และ  320   นาโนเมตร        
ดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์จะมีคา OD260 : OD280 เทากับ 1.7-1.9 จากนั้นหาความเขมขน
ของดีเอ็นเอจากการวัดคาดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอในชวงแสงอุลตราไวโอเลต
ความยาวคลื่น   260   นาโนเมตร โดยคา OD260   เทากับ 1  จะเทากับความ
เขมขนของดีเอ็นเอ 50 µg/ml นําคาความเขมขนของดีเอ็นเอที่ไดของแตละสาย
พันธุเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม ทํา 3 ซ้ํา 

5.2.3 เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากวิธี PCR  
  ตรวจหายีนที่อยูใน Lentinus edodes. ที่เปนยีนเดี่ยวไดหนึ่งยีน คือ“nuclease 

Le I”  Protein-id “BAA94694.1” ที่มีขนาด 1,618 bp ออกแบบไพรเมอรดวย
โปรแกรม Gene Fisher Version 1.22 คงเหลือขนาดยีนในขั้นตอน PCR เทากับ 900 
bp      ไพรเมอร จํานวน  1  คู   ซึ่งมีลําดับเบสดังนี้ 

  Sequence (5’       3’)  22  bp 
 ATGAGGTTGACAGTGACTTTGG 
 TGCAGTGGTTGACCAATATCAC 

 เติมสวนประกอบสําหรับปฏิกิริยา PCR (ภาคผนวก) ในไมโครทิวบที่แชบนน้าํแข็ง
ปดฝาและปนเหวี่ยงเบาๆเพือ่ใหสารละลายไมติดขางหลอดนําไปใสเครื่อง 
thermocycler สําหรับ PCR แตละรอบของ PCR ประกอบดวย 3 ข้ันตอน ดังนี ้

 ข้ันที่ 1 อุณหภูมิ 93 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
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 ขั้นที่ 2 อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
 ขั้นที่ 3 อุณหภูมิ 73 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

 หาจาํนวนรอบของ PCR โดยเก็บตัวอยาง PCR producted ทุกรอบ PCR ตั้งแต
รอบที่ 24 ถึง 31 และตรวจความเจือจางของดีเอ็นเอทีน่อยที่สุด ที่สามารถตรวจพบได
เมื่อนําผลผลติที่ไดแตละตัวอยาง ปริมาตร  10  ไมโครลิตร  มาแยกดวยเครื่องแยก         
ดีเอ็นเอ ดวยกระแสไฟฟา โดยใช อะกาโรสเจล เขมขน 1%ใน DNA running buffer         
(1 x TAE) ใชความตางศักยไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 90 นาท ีตรวจสอบ ดีเอ็นเอ 
โดยยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด มองเหน็โดยผานแสงอลุตราไวโอเลต  ถายรูปดวย        
ฟลมโพลาลอยด บันทึกจาํนวนรอบของ PCR ที่แสดงผลไดใน อะกาโรสเจลของแตละ
ตัวอยาง ในการเจือจางสารละลายดีเอ็นเอที่เทากนั ใชในการเปรียบเทียบปริมาณดี
เอ็นเอเริ่มตนของแตละตัวอยาง 

5.2.4 วัดปริมาณผลผลิตของสายพันธุทดลอง เปรียบเทียบกบัสายพนัธุดัง้เดิม 
นําเสนใยของสายพนัธุทดลอง ทุกสายพนัธุทีเ่ลี้ยงในอาหาร PDA ตัดแบงยายลง

ในขวดอาหารหัวเชื้อขาวฟาง (ภาคผนวก) เก็บไวในที่มืดอุณหภูมหิองจนเสนใยเดิน
เต็มขวดหัวเชือ้ จึงยายลงในถุงอาหารขี้เลื่อยขนาด 300 กรัม (ภาคผนวก) สายพนัธุ
ละ 50 ถุง เก็บไวในหองมืด อุณหภูมิ 25 – 27 องศาเซลเซียส จนกระทัง่เสนใยเดินเตม็
ถุง และเกิดแผนผนงัสีน้าํตาลเขมประมาณ 70 เปอรเซ็นต จึงนํามาเปดถุงออก วางไว
ในที่มีแสงประมาณ 10 ลักซ (Lux) อากาศถายเท  ความชืน้ 80 – 90 เปอรเซ็นต 
อุณหภูมิหอง  โดยวางกอนเชื้อแบบ Randomized Complete Block Design ฉีดพน
น้ําวันละ 3 – 5 คร้ัง จนเกิดดอกเห็ด เก็บดอกเห็ดทีม่ีลักษณะขอบหมวกดอกยงัไม
บานออก  ชั่งน้าํหนักแตละสายพันธุแลวหารดวยจาํนวนถงุของสายพันธุนัน้ ใหได
คาเฉลี่ยน้าํหนกัดอกตอถุงเพาะ เปรยีบเทยีบกับสายพันธุดั้งเดิม บนัทกึผล 

5.2.5 เปรียบเทียบลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของสายพันธุทดลอง กับสายพันธุ
ดั้งเดิม 

  สังเกตส ี  รูปรางของดอกและวัดขนาดของหมวกดอก  กานดอก  หาคาเฉลี่ยของ
แตละสายพนัธุ เปรียบเทียบ บันทึกผล 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
1. การเตรียมเสนใย 

              เลี้ยงเสนใยเห็ดหอม Lentinus edoes (Berk.) Sing. สายพันธุ L074             
จากหนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย  ในอาหาร PDA ที่อุณหภูมิหอง (30 ± 2 องศาเซลเซียส) ใหเสนใย       
เจริญเติบโตแข็งแรง  เพื่อนํามาศึกษาในขั้นตอไป 

2. การแยกเซลลเดี่ยวโดยการใชสปอรไมอาศัยเพศ 
จากการศึกษาเลี้ยงเสนใย L074 บนอาหารแข็ง LcA ทุกๆ 3 วัน เปนเวลา 10 วัน

ไมพบการสรางสปอรแบบไมอาศัยเพศเลย 
3. การแยกเซลลเดี่ยวจากโคโลน ี

3.1 ศึกษาพฤติกรรมการเจริญของเสนใยเห็ดหอมสายพนัธุ L074 บน PDA 
    จากการศึกษาพฤติกรรมการเจริญของเสนใยบนอาหาร  PDA ดวยกลอง

จุลทรรศน  พบวา  การแบงเซลลจะเริ่มข้ึนเมื่อเสนใยมีความยาวประมาณ         
450-700 µm  โดยเริ่มสราง clamp connection เพื่อเปนทอสงผานนิวเคลียสขณะ
แบงนิวเคลียส ใชเวลาในการสราง clamp connection นับจากเกิดตุมเล็กๆ พอ
สังเกตได  (ดังรูปที่ 3 - 4 ลูกศรชี้) จนงอกยาวมาจรดกับตัวเซลลดานลาง            
(นับจากปลายเซลล)    (ดังรูปที่ 5 – 7) ประมาณ 20 นาทีตอมาจะเกิดผนงักัน้
ระหวางเซลลตรงบริเวณ clamp connection เองประมาณ 10 นาที หลังจากนัน้
ประมาณ 70-90 นาที  จะมกีารสรางกิ่งทีบ่ริเวณใต   clamp  connection  ที่เกิดขึ้น
ใหม   (ดังรูปที่ 8)  และเมือ่กิ่งยาวออกไปจนมีขนาดพอเหมาะประมาณ 110 µm ก็
จะเกิด  clamp  connection เพื่อแบงเซลลออกไปจากเสนใยตอไป เชนเดียวกับ   
เสนใยหลักที่ยาวขึ้นไปทางดานขอบของโคโลนี เมื่อไดขนาดเหมาะสมก็จะแบงเซลล
โดยการสราง clamp connection ใหมอีกครั้ง  ซึ่งการแบงเซลลแตละครั้งของเสนใย
หลักจะหางกนั ประมาณ  2 ½ ชั่วโมง ถึง 3 ชั่วโมง   
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    รูปที่ 3 จุดกําเนิด clamp connection                                     รูปที่ 4 จุดกําเนิด clamp connection 

     รูปที่ 5 การเจริญของ clamp connection                            รูปที่ 6 การเจริญของ clamp connection 

     รูปที่ 7  clamp connection โคงลงจรดกับตัวเซลล               รูปที่ 8 การสรางกิ่งใหมใต clamp connection 
scale bar = 10 ไมโครเมตร 
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3.2 การตัดเสนใยใหไดเซลลเดี่ยวที่ตองการ 
 จากการทดลองตัดเสนใยต่ํากวา clamp connection แรก นับจากปลายเสนใยลงมา
ประมาณ 200 µm หรือตําแหนงเซลลที่ 2 (ภาคผนวก ข) พบวาแบงผลไดเปน 3 กลุม คือ 
  กลุมที ่1 เสนใยที่ยงัไมมีกิง่งอกออกมา 
  กลุมที ่2 เสนใยที่มกีิ่งแลว  ตั้งแตเร่ิมงอกจนถงึยาวต่ํากวา 30 µm  
  กลุมที ่3 เสนใยที่มกีิ่งยาว 30 µm จนถึง 100 µm 
 เสนใยในกลุมที่ 1 พบวามีเซลลที่รอดชีวติเพียง 1 เซลล หลังจากตัดแยกเปนเซลลเดี่ยว 
จํานวน 8 เซลล  หรือคิดเปนเปอรเซ็นตรอด 12.5 เปอรเซ็นต 
 เสนใยในกลุมที่ 2 พบวารอดถึง 15 เซลล หลังจากตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวจํานวน 19 เซลล
หรือคิดเปนเปอรเซ็นตรอด 79 เปอรเซ็นต และสามารถเจริญและแบงเซลลตอไปได แตระยะเวลา
ในการแบงเซลลใหมแตกตางกนัมาก ตั้งแต 50 นาที จนถงึ 2 ชั่วโมง หลังจากตดัแยกเปนเซลล
เดี่ยว โดยเวลาที่มีความถี่ของเซลลทีม่ีการแบงเซลลใหมมากที่สุด คอื 70 นาท ี ประมาณ 53.33 
เปอรเซ็นต 
 เสนใยในกลุมที่ 3 พบวารอดถึง 57 เซลล หลังจากตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวจํานวน 58 เซลล 
หรือคิดเปนเปอรเซ็นตรอด 98.30 เปอรเซ็นต และระยะเวลาในการแบงเซลลของเซลลใหมหลงัตดั
คอนขางคงที่ คือ ใชเวลา 70 นาที เปนจาํนวน 40 เซลล จากการทดลองตัด 58 เซลล หรือคิดเปน 
70.17 เปอรเซ็นต (ดังตารางที ่ 1) หลังจากตดัแยกเซลลเดี่ยวแลวกิง่จะสลายตัวไปในทีสุ่ด         
(ดังรูปที่ 12) ทําใหไดเซลลเดี่ยวตามตองการ  ในการทดลองตอไปนี้จะใชลักษณะเสนใยและขอมูล
ในการตัดแบงเซลลเดี่ยวดังในกลุมที ่3 ในการทดลองตอไป รูปการตัดเซลล (รูปที่ 9 – 12) การตัด
เสนใยทั้ง 3 กลุมไดผลดังแสดงไวในตารางที่ 2 

 
รูปที่ 9  ลักษณะเสนใยที่เหมาะสมในการ             รูปที่ 10  ขณะตัดแยกเซลลเดี่ยว (ใบมีดลูกศรช้ี) 
           ตัดแยกเปนเซลลเดี่ยว               scale bar =  10  ไมโครเมตร 
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          รูปที่ 11 เซลลเดี่ยวหลังตัด                                        รูปที่ 12 เสนกิ่งสูญเสียน้ําหลังตัด (ลูกศรชี้) 
scale bar =  10  ไมโครเมตร 

3.3 การยายเซลลเดี่ยว 
จากการทดลองยายเซลลเดีย่วพบวา  วิธทีี่งายที่สุดคือการใชดานบนของ

ใบมีดที่ตัดเสนใยตักชอนสวนปลายของเซลล  เพือ่เคลื่อนยายไปสูตําแหนงอืน่ที่
ตองการ  ซึ่งการทดลองนี้ตองยายเซลลเดี่ยวที่ตัดแลวไปยังอาหาร PDA ของ     
Petri-dish อ่ืน  เพื่อทาํการทดลองในขั้นตอนตอไป  ผลการยายเซลลเดี่ยวสามารถ
แบงออกไดเปน 2 กลุม ดงันี ้

   กลุมที ่ 1  ตักยายเซลลเดีย่วจาก Petri-dish ที่ตัดแยกเซลลไปวางบน 
PDA ของ Petri-dish ใหมโดยตรง  ผลทีไ่ดจากการทดลองยาย 15 เซลล พบวา ไม
พบเซลลที่มีชวีิตรอดหลังจากเลี้ยงใน PDA เปนเวลา 5 วัน  

   กลุมที ่ 2  ตักยายเซลลเดีย่วจาก Petri-dish ที่ตัดแยกเซลลโดยวธิกีาร
ลากเซลลไปบนผิวหนาของ PDA ไปวางหางจากขอบ colony แลวตัดชิ้น PDA ที่มี
เซลลเดี่ยววางอยูนี ้ ยายไปวางบน PDA ใน Petri-dish ใหม  จากการยายเซลลเดี่ยว 
15 เซลล  พบวารอดตายและสามารถเจรญิเติบโตได 14 เซลล  รูปการวางเซลลเดี่ยว 
(รูปที่ 13 – 15) 
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ตารางที ่1 ผลการตัดเสนใยของเห็ดหอม L074 เพื่อแยกเปนเซลลเดี่ยว 
 

 
ตารางที ่2 สรุปผลการตัดเสนใยตามขนาดความยาวเสนกิ่งแบงตามกลุม 

 
 
 
 
 

จํานวนเซลลที่ใชเวลาในการเริ่มแบงเซลลหลังตัดแยกเปน 
เซลลเด่ียว 

ความยาว
กิ่ง 

(ไมครอน) 

จํา 
นวน
เซลล
ที่ตัด 

จํา 
นวน
เซลล
ที่ตาย 

เปอร 
เซ็นต
เซลลที่
รอด 

50 
นาที 

60 
นาที 

70 
นาที 

80 
นาที 

90 
นาที 

100 
นาที 

110 
นาที 

120 
นาที 

เปอรเซ็นตเซลล
เด่ียวที่แบงเซลล

หลังตัด 
 ที่เวลา 70 นาที 

0 8 7 12.5 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
0-<10 9 3 66.67 1 0 2 0 0 0 2 1 33.33 
10-<20 2 0 100 0 0 1 1 0 0 0 0 50 
20-<30 8 1 87.5 0 0 5 0 0 1 0 1 71.43 
30-<40 8 0 100 0 0 6 1 0 0 1 0 75 
40-<50 14 0 100 0 0 12 0 0 0 2 0 85.71 
50-<60 15 0 100 1 1 11 2 0 0 0 0 73.33 
60-<70 7 0 100 1 1 5 0 0 0 0 0 71.43 
70-<80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
80-<90 8 0 100 2 0 5 0 0 0 0 0 62.5 
90-100 6 1 83.33 1 3 1 0 0 0 1 0 20 
รวม 85 12 85.88 6 5 48 4 1 1 6 2 65.75 

              กลุมเซลลเดี่ยว 
ผลที่ได 
หลังแยกเซลลเดี่ยว 

เซลลเดี่ยวกลุมที่ 1 
(ยังไมมีกิ่ง) 

เซลลเดี่ยวกลุมที่ 2 
กิ่งยาว 0 – <30 
ไมโครเมตร 

เซลลเดี่ยวกลุมที่ 3 
กิ่งยาว 30 – 100 
ไมโครเมตร 

เซลลเดี่ยวที่รอดชีวิต  26.5 % 79% 98.30% 
ระยะเวลาในการเริ่มแบง
เซลลใหม 

ไมแนนอน 
กวาง  ไมแนนอน 

50 นาที – 2 ชั่วโมง 
คอนขางคงที่ ที่ 70 นาที 

ระยะเวลาในการเริ่มแบง
เซลลใหมที่ 70 นาที 

0% 53.33% 70.17% 
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                               รูปที่ 13 ลักษณะเซลลเดี่ยวหกัพับหลังวางเซลล  (ลูกศรชี้) 

                                 รูปที่ 14  การวางเซลลที่ถูกตอง 

                                    รูปที่ 15 การวางเซลลที่ถูกตอง 
scale bar = 20 ไมโครเมตร 
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4. การหาภาวะทีเ่หมาะสมเพื่อการชักนําใหเกิดโพลีพลอยด 
4.1 การหาเปอรเซน็ตการอยูรอด 

วางเซลลเดี่ยวบนชิ้น PDA ที่มีสารโคลชิซนิ เขมขน 450, 990, 1290, 
1500, 1725, 1875, 2025 และ 0 µg/ml ที่ไดจาก cock borrer ขนาด
เสนผาศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร วางใน Petri-dish ทีม่ีอาหาร PDA ที่มีสารโคลชซิิน 
เขมขนขางตนตางๆ ดังกลาว  ที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 10 วัน ไมพบวามีการตายของ
เซลลและ พบวาอัตราการเจริญเติบโตของเสนใยตามรัศมีโคโลนีไมมีความแตกตาง
กัน  และตัดแยกเซลลเดี่ยวจากอาหาร PDA ที่มีสารละลายโคลชิซนิ เขมขน 2025 
µg/ml จํานวน 1 เซลล  คือ sc2025 เพื่อขยายเสนใยและใชตรวจสอบความเปน              
โพลีพลอยดตอไป  

4.2 ศึกษาผลกระทบของโคลชิซนิตอการเจริญเติบโตของเสนใย 
เมื่อวางแผน PDA ที่มีเสนใยเจริญเต็มที่แลวขนาดเสนผาศูนยกลาง     

0.5 เซนติเมตร บนอาหารทีแ่ตกตางกนัเปนเวลา 10 วัน ที่อุณหภูมิหอง ทั้ง 3 ซ้ํา  
พบวา ลักษณะของเสนใยที่เจริญในอาหารแตกตางกนัอยางเหน็ไดชัด คือ เสนใยที่
เลี้ยงในสารละลายโคลชิซนิ 1.5 เปอรเซ็นต (w/v) มลีักษณะหงิกงอ แตกกิ่งสาขา
มากมายผิดปกติ และยงัมีขนาดเล็กกวาเสนใยที่เลีย้งในอาหารชนิดอื่นมากอยาง
เห็นไดชัด เจริญเติบโตชามาก (ดังรูปที่ 16)  

เสนใยที่เลี้ยงในน้าํกลัน่เสนใยมีขนาดใหญกวาเสนใยที่เลี้ยงใน          
สารละลายโคลชิซิน 1.5 เปอรเซ็นต (w/v) เล็กนอย แตการแตกกิ่งสาขายงัคงเปน
ปกติ (ดังรูปที่ 17)  

เสนใยที่เลี้ยงในอาหารเหลว PDB มีลักษณะเสนใยเปนปกติ มีขนาด
ใหญกวาเสนใยที่เลี้ยงในน้าํกลั่นและสารละลายโคลชิซนิ 1.5 เปอรเซ็นต (w/v)  มาก
(ดังรูปที่ 18) 

เสนใยที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง PDA เปนเสนใยทีเ่ลี้ยงในอาหารควบคุมเพื่อ
เปรียบเทียบลกัษณะเสนใยในอาหารอื่นๆ ซึ่งจะมีลักษณะปกติ คือ เสนใยมีขนาด
ใหญ เจริญเตบิโตเร็ว (ดังรูปที่ 19)  

เสนใยที่เลี้ยงบนวุน (agar) ลักษณะเสนใยไมแตกตางจากเสนใยที่เลี้ยง
บนอาหาร PDA (ดังรูปที่ 20)  

เมื่อตัดแยกเสนใยบางสวนจากทีเ่ลี้ยงในสารละลาย โคลชิซิน เขมขน    
15 µg/µl  นาํมาเลีย้งใหมใน PDA ปกติเปนเวลา 7 วัน  พบวาเสนใยมีอัตราการ
เจริญเติบโตเปนปกต ิ และลักษณะเสนใยก็กลับเปนปกติเชนกนั เมื่อเปรียบเทียบกับ
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เสนใยที่เลี้ยงในอาหาร PDA  จึงตัดแยกเซลลเดี่ยวจํานวน 5 เซลล จากเสนใยที่ผาน
การเลี้ยงในสารละลายโคลชซิินเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต (w/v) คือ sc 01, 02, 03, 04, 
05 เพื่อขยายเสนใยและใชในการตรวจสอบความเปนโพลีพลอยดตอไป    

 

 
รูปที่ 16 เสนใยที่เล้ียงในสารละลาย  รูปที่ 17 เสนใยที่เล้ียงในน้ํากลั่น            รูปที่ 18 เสนใยที่เล้ียงใน            

โคลชิซิน 1.5% (w/v)                                                                               อาหารเหลว PDB 

 
                รูปที่ 19 เสนใยที่เล้ียงในอาหารแข็ง PDA                รูปที่ 20  เสนใยที่เล้ียงในวุน (Agar)  

Scale bar = 10 ไมโครเมตร 
4.3 การชักนําใหเกิดมิวเทชันกบัเซลลเดี่ยวโดยการหยดสารละลายโคลชิซิน 15 µg/µl   

เมื่อหยดสารละลายโคลชิซนิ 15 µg/µl  ลงบนเซลลเดี่ยวเปนเวลา 2 ชั่วโมง จาํนวน 
27 เซลล  พบวารอดและเจริญเติบโตได 2 เซลล คือ sc06 และ sc07  เปนเวลา 5 ชั่วโมง 
จํานวน 24 เซลล  พบวารอดและเจริญเติบโตได 1 เซลล คือ sc08  จึงใช sc 06, 07 และ 
08 ในการขยายเสนใยและตรวจสอบความเปนมวิเทชนัตอไป   
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ตารางที ่3 จํานวนเซลลที่รอดจากการใชสารโคลชิซินความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ที่เวลาตางๆ 
 
จํานวนเซลลเดี่ยวที่ใชหยดโคลชิซิน เวลา จํานวนเซลลทีร่อด 

27 เซลล 2 ชั่วโมง 2 เซลล คือ sc06,sc07 
24 เซลล 5 ชั่วโมง 1 เซลล คือ sc08 

 
5 การตรวจสอบสายพนัธุมิวเทชัน 

5.1 การวัดอัตราการเจริญของเสนใยใน PDA ของสายพนัธุทดลองเปรียบเทียบกับสาย
พันธุดัง้เดิม  ไดผลดังตาราง 

ตารางที ่4 อัตราการเจริญเติบโตของเสนใยเห็ดหอมสายพันธุตางๆบนอาหาร PDA  
ที่อุณหภูมหิอง  

 
ความยาวเฉลี่ยของรัศมีของโคโลนีเห็ดหอม (เซนติเมตร) 

สายพันธุ 5 วัน 6 วัน 7 วัน  8 วัน 9 วัน 10 วัน  11 วัน 12 วัน 13 วัน 
คาเฉลี่ย
ความยาว
รัศมีโคโลนี 
(ชม./วัน) 

L074 
(ดั้งเดิม) 

0.1155 0.3120 0.7422 1.2100 1.6750 2.1510 2.6755 3.2096 3.8655 1.2274 

sc2025 0.1212 0.3334 0.7500 1.2210 1.6760 2.1677 2.6250 3.2551 3.8954 1.2342 
sc01 0.1100 0.3100 0.7510 1.2150 1.6666 2.1430 2.6542 3.2244 3.8540 1.2252 
sc02 0.1422 0.3452 0.7482 1.2445 1.6332 2.1455 2.6554 3.2144 3.8922 1.2324 
sc03 0.1422 0.3392 0.7326 1.2193 1.6900 2.1610 2.6255 3.2463 3.8644 1.2323 
sc04 0.1298 0.3210 0.7422 1.2220 1.6492 2.1616 2.6554 3.2500 3.8770 1.2314 
sc05 0.1310 0.3210 0.7533 1.2312 1.6822 2.1402 2.6752 3.2455 3.8886 1.2360 
sc06 0.1155 0.3156 0.7444 1.2425 1.6670 2.1510 2.6336 3.2296 3.8474 1.2267 
sc07 0.1336 0.3222 0.7399 1.2446 1.6666 2.1510 2.6675 3.2340 3.8094 1.2284 
sc08 0.1222 0.3300 0.7474 1.2336 1.6761 2.1496 2.6495 3.2340 3.8666 1.2315

 
5.2 หาปริมาณ DNA ของสายพนัธุทดลอง เพือ่เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 

5.2.1 เปรียบเทียบปริมาณ DNA ดวยวิธีวัดความเขมแสงของ Propidium Iodide 
(PI)  
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 เมื่อยอมนิวเคลียสดวยสารละลาย Propidium Iodide ตามวิธีดังกลาว
แลวนํามามองผานกลองจุลทรรศนดวยแสง UV พบวาสวนใหญนิวเคลียสมีขนาด
ใหญเต็มความกวางของเซลล และยาวไปตามความยาวของเซลลแตยาวไมเทากันทุก
นิวเคลียส เห็นเปนแสงสีสมแดงอยูกันเปนคูๆ (ดังรูปที่ 21-26)แตการวัดปริมาณความ
เขมแสงเพื่อเปรียบเทียบปริมาณสารพันธุกรรมระหวางสายพนัธุไมสามารถทําได 
 
 
 
 
 
 
 

                          รูปที่ 21                                                           รูปที่ 22 
 
 
 
 
 
 
                         รูปที่ 23                                                         รูปที่ 24 
 

 

      รูปที ่25                                                             รูปที่ 26

รูปที่ 21 – 26 ลักษณะนวิเคลียสของเสนใยเห็ดหอม ที่ยอมดวย Propidium Iodide 
                   ผานแสง UV เห็นเปนคูของนิวเคลียส ใน 1 เซลล (ลักษณะ dikaryotic cell)  
                                     Scale bar = 10 ไมโครเมตร 
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5.2.2 เปรียบเทียบปริมาณ D N A  ดวยวธิีการวัดการดูดกลนืคลื่นแสงของ D N A 
( O D 2 6 0 n m )  

5.2.2.1 การเปรียบเทยีบขนาดและลักษณะเสนใยสายพันธุดั้งเดิมและสายพนัธุ 
ทดลอง  

เมื่อเลี้ยงเสนใยสายพันธุ ทดลอง และสายพันธุดั้งเดิม ในอาหาร PDB 
แบบไมเขยาเปนเวลา 10  วัน พบวา ขนาดและลักษณะเสนใยสายพันธุทดลอง 
และสายพนัธุดั้งเดิมไมแตกตางกนั ดังรูปที่ 27 – 29 ( รูปที่ 27 เปนสายพนัธุ
ดั้งเดิม )  

 
รูปที่ 27 - 29 ขนาดเสนใยเห็ดหอม สายพันธุดัง้เดิม  และตัวอยางสายพันธุทดลอง 

scale bar = 10 ไมโครเมตร 
5.2.2.2 การสกัดดีเอ็นเอและวัดการดูดกลืนคลื่นแสง UV (OD260nm) ของเสนใย

สายพนัธุทดลอง เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม 
ผลของการสกดัดีเอ็นเอจากเสนใยของสายพันธุทดลอง และสายพันธุ

ดั้งเดิม ที่เลี้ยงในอาหาร PDB แลวนําไปวัดการดูดกลืนคลื่นแสง UV ไดผลดัง
แสดงในตารางที ่5 
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ตารางที ่5  ผลการวัดการดูดกลืนคลื่นแสง   UV   ที่ความยาวคลื่นตางๆ   ของสารละลายดีเอน็เอ 
                  และแสดงคาความเขมขนของดีเอ็นเอ  (ภาคผนวก ก) 
 

รหัสสายพันธุ 
OD  

(260 nm) 
OD 

 (280 nm) 
OD  

(320 nm) 

ความเขมขนดี
เอ็นเอ 

(ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร) 

เปอรเซ็นต
ความเขมขน
ดีเอ็นเอ

เปรียบเทียบ
สายพันธ
ดั้งเดิม 

คาความ
บริสุทธิ์ของดี

เอ็นเอ  
(1.7-1.9) 

L074 (ดั้งเดิม) 1.88600 1.16400 0.47392 9.4300 x 103 100 1.6203 
sc2025 1.74400 0.88440 0.12083 8.7200 x 103 92.47 1.9720 

sc01 1.61616 0.87361 0.28760 8.0808 x 103 85.69 1.8500 
sc02 1.65910 0.91450 0.32011 8.2955 x 103 87.97 1.8142 
sc03 1.94930 1.02550 0.20419 9.7465 x 103 103.36 1.9008 
sc04 1.63230 0.92596 0.29539 8.1615 x 103 86.55 1.7628 
sc05 1.75550 1.00960 0.19000 8.7775 x 103 93.08 1.7388 
sc06 1.90660 1.12150 0.31560 9.5330 x 103 101.09 1.7000 
sc07 1.84440 0.99070 0.22960 9.2220 x 103 97.79 1.8617 
sc08 1.65000 0.86044 0.21110 8.2500 x 103 87.49 1.9176 

 

รูปที่ 30  ปริมาณความเขมขน DNA แตละรหัสสายพนัธุ 
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5.2.3 เปรียบเทียบปริมาณ DNA ดวยวิธ ีPCR  
  เมื่อ PCR producted ถูกแยกดวยเครื่องแยก DNA   ดวยกระแสไฟฟา 

พบวาแถบแรกที่สามารถมองเหน็ไดในการเจือจาง DNA ตัวอยาง 1000 เทา
บนแผนอะกาโรส เจล คือ  PCR  ที่ 25 รอบ  ในทุกสายพันธุ  (ดังรูปที ่31) 

รูปที่ 31   PCR Product ถกูแยกดวยเครื่องแยก DNA ดวยกระแสไฟฟาบน 
              อะกาโรส เจล 
 
5.2.4 ผลผลิตการเปดดอกของสายพันธุทดลอง เปรียบเทียบกบัสายพนัธุดัง้เดิม 

 หลังจากเปดถงุขี้เลื่อยเห็ดเปนเวลา 5 วัน พบวาดอกที่เกิดจะมีลักษณะ
หงิกงอผิดปกติไปจากสายพันธุดัง้เดิม (ดังรูปที่ 32 – 34) และไมพบการดีด
ออกมาของสปอรเมื่อวางดอกไวใน Petri-dish 

MARK     CONT    24 CY    25 CY    26 CY    27 CY    24 CY   25 CY     26 CY     27CY 

25 25 CY
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 รูปที่ 32  ถุงขี้เล่ือยขนาด 300 กรัม สําหรับเล้ียงเสนใยเห็ดหอม ขณะเปดดอกในโรงเรือน 
 

 
 รูปที่ 33  ลักษณะการเกิดดอกของเห็ดหอมสายพันธุดั้งเดิม L074 
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 รูปที่ 34  ลักษณะดอกเห็ดผิดปกติที่เกิดขึ้นจากสายพันธุทดลอง   
 
 
 
 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
1. การเตรียมเชื้อ 

  ใชเสนใยเห็ดหอม สายพันธุ  L074  ของหนวยปฏิบัติการวิจัยเห็ด                  
ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย  เนื่องจากเปน     
สายพนัธุทนรอนที่ไดผานการวิจัยมาแลว  สามารถเจรญิเติบโตและออกดอกไดที่อุณหภูมิ
ประมาณ 30 องศาเซลเซยีส เจริญเติบโตแข็งแรงดีในอาหารเลีย้งเชือ้ราทั่วไป  จงึเหมาะที่
จะนําสายพันธุมาพัฒนาใหมีคุณภาพเพิม่ขึ้นตอไป 

2. การเลี้ยงเสนใยเห็ดหอมสายพันธุ L074 ในอาหาร LcA   ไมเหมาะสมที่ทาํใหเสนใยสราง
สปอร ไมอาศัยเพศกับเห็ดหอมสายพันธุ L074 

3. การแยกเซลลเดี่ยวจากโคโลน ี
3.1 พฤติกรรมการเจริญของเสนใยเห็ดหอม L074 และการตัดแยกเสนใยเปนเซลลเดี่ยว 

การศึกษาถึงพฤติกรรมการเจริญของเสนใยจําเปนตองใชกลองจุลทรรศนชนิด 
Inverted  microscope เนื่องจากเปนการศึกษาเสนใยขณะกําลงัมชีีวิตอยู  การศึกษา
พฤติกรรมการเจริญของเสนใยนี้  เพื่อตองการขอมูลสําหรับนํามาใชในการพิจารณาหา
วิธีการแยกเซลลเดี่ยวใหไดเซลลเดี่ยวที่มีโอกาสรอดใกลเคียง 100 เปอรเซ็นตที่สุด  และ
ยังสามารถเจรญิเติบโตแบงเซลลไดตามปกติ  นอกจากนั้น  ยังตองการใชเวลาในการแบง
เซลล  คร้ังแรกจาก 1 เปน 2 เซลล  เพือ่ใหทราบเวลาที่ใชในการทดลองใหใกลเคียงกับ
เวลาที่เซลลมกีารแบงเซลลจริงๆมากที่สุด  นับจากตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวแลว   

  จากการศึกษาพบวา ความยาวของเสนกิ่งเปนสิ่งที่บงบอกถึงความสมบูรณของ
ผนังกัน้เซลลของเซลลทีม่ีกิง่งอกนัน้ ในการตัดแยกเซลลเดี่ยวจากเสนใย  จะตัดเซลลเดี่ยว
ที่ปลายเสนใยที่มีการงอกของเสนกิ่งแลว  และเปนเซลลสุดทายของเสนใยนัน้ (ขอบโคโลนี 
ภาคผนวก ข)  เนื่องจากเสนใยบริเวณนี้จะกระจายตวักันอยูหางๆ   นอกจากนี้เซลลที่
ปลายเสนใยยงัเปนเซลลที่อยูในระยะการเจริญ เติบโต  มีสารอาหารมากมาย  และ 
organells ตางๆ ในเซลลกอ็ยูในชวงทํางาน (active) เกือบทั้งสิ้นและเสนกิง่จะตาย  จึง
เหมาะทีจ่ะทาํเปนเซลลเดี่ยวเพื่อการทดลองตอไป แตเสนใยทีถ่ัดเขาไปดานในของโคโลนี  
ยิ่งลึกมากเทาใด  เสนใยยิง่สานตัวกนัไปมาจนแนนขึน้เทานั้น  อันเปนผลจากการเจริญ
ของกิ่งแยกออกจากเสนใยหลักสานทับกนัมากมายจนไมสามารถแยกเปนเซลลเดี่ยวได  
การตัดที่ปลายเสนใยที่ยงัไมมีกิ่ง  หรือมีกิ่งแตกิง่ยังไมมีการสราง clamp connection  
สวนของกิ่งจะสูญเสียของเหลวในเซลลเพราะยงัไมมีผนงักั้นกิง่จงึตายในที่สุด  เหลือเพียง
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เซลลปลายเสนใยเพยีงเซลลเดียวที่อาจรอดหรือไม ข้ึนอยูกับความสมบูรณของผนังกัน้
ระหวางเซลลที่ 1 กับ  เซลลที่ 2 (ภาคผนวก ข)   

  จากการทดลองตัดเสนใย 3 กลุม ตามความยาวของเสนกิ่งจากผลการทดลองที่ 
3.2 พบวา  

  กลุมที ่1 เสนใยที่ยงัไมมีกิง่งอกออกมาจากใต clamp connection   พบวามีเซลล
รอดเพียง 12.50 เปอรเซ็นต เทานัน้จากการตัด 8 เซลล  เชื่อวาเซลลที่ 1 นาจะสญูเสีย
ของเหลวในเซลลทางผนงักัน้เซลลหลัก  เนื่องจากผนังกั้นยังไมสมบูรณดีซึ่งนาจะเปน
เหตุผลทีท่ําใหยังไมสรางกิ่งใหมบริเวณนี ้ลักษณะผนงักัน้ของเห็ดหอมเปนแบบ Dolipore 
septum (Bold,H.C. et al) หากผนังกั้นสมบูรณ  และมีการขาดของเสนใยขึน้ Dolipore 
septum จะทาํหนาที่อุดรอยรั่วของของเหลวจากเสนใยตั้งแตผนังกัน้แรกของรอยขาดเปน
ตนไป เพื่อใหเสนใยสวนที่เหลือยังคงเจริญ เติบโตตอไปได 

  กลุมที่ 2 กลุมที่มีกิ่งเริ่มงอกจนยาวเกือบ 30 µm  พบวารอด 79 เปอรเซ็นต 
หลังจากตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวแลว สันนิษฐานวาการสรางกิ่งเกี่ยวของกับความสมบูรณ
ของผนังกั้นระหวางเซลลหลักทั้งสอง  หรือเซลลจะสรางกิ่งก็ตอเมื่อผนังกั้นระหวางเซลล
สมบูรณแลว  แตระยะเวลาที่เซลลใชในการแบงเซลลใหมหลังตัดแยกเซลลเดี่ยวของกลุม
ที่ 2 ยังมีความแปรปรวน  โดยสวนใหญจะใชเวลา 70 นาที  นานที่สุดถึง 2 ชั่วโมง  ซึ่งเปน
ระยะเวลาที่เซลลเดี่ยวสวนใหญมีกิ่งที่เพิ่งงอก อาจเปนไดวา แมผนังกั้นจะสมบูรณแลวก็
ตาม  แตก็ยังมีขอจํากัดในเรื่องความพรอมตอการถูกกระทบกระเทือนอยางรุนแรง เชน 
เซลลที่อยูติดกันถูกตัดทําลาย ทําใหเซลลเดี่ยวที่ตองการหยุดชะงักการเจริญเติบโต
ชั่วขณะ  จึงเปนเหตุใหการแบงเซลลใหมเกิดความลาชานานถึง 2 ชั่วโมง 

  ในกลุมที ่3  เสนใยทีม่ีกิง่ยาวตั้งแต 30 µm ข้ึนไปจนถึง 100 µm พบวารอดตาย
ถึง 98.30 เปอรเซ็นต หลงัตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวและมรีะยะเวลาในการแบงเซลลใหมหลงั
ตัดคอนขางคงที่ คือ 70 นาที  เปนจาํนวน 70.17 เปอรเซ็นต  เหตุผลนาจะเนื่องจากความ
สมบูรณและความพรอมของผนังกัน้เซลลเพียงพอตอการถูกกระทบกระเทือนจาก
ภายนอกมากกวาเซลลในกลุมที ่ 2 มีเพยีงสวนนอยที่ระยะเวลาในการแบงเซลลหลงัตัดไม
เปนเวลา 70 นาที   อาจเนื่องมาจากมปีจจัยอื่นรวมดวย เชน เซลลถูกกระทบกระเทือน
ขณะตัดหรือขณะเคลื่อนยาย และปจจัยภายในของเซลลเองทีม่ีความแตกตางกนัอยูแลว
ตามธรรมชาตทิี่ไมสามารถควบคุมได 

  สําหรับขนาดความยาวกิ่งทีน่อกเหนือจากการจําแนกทัง้ 3 กลุมนี้ คอื กิ่งที่ยาว
มากกวา 100 µm เปนกลุมเสี่ยงที่อาจพบ clamp connection ของกิ่งไดมาก  เมื่อกิง่ยาว
ประมาณ 110 ไมครอน หรืออาจต่ํากวานั้นจะแบงเซลลกิ่งออกไปจากเซลลหลกัโดยการ
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สราง clamp connection บริเวณโคนของกิ่งใกลกับตําแหนง clamp connection ของ
เสนใยหลัก ( ดังรูปที่ 36 ลูกศรชี้ ) เพื่อกลายเปนเสนใยหลักในรุนตอไปหากตองการตัด
เสนใยลักษณะนี้เพื่อใหเซลลเดี่ยวตามตองการคอนขางจะยุงยาก เนื่องจากตองตัดทาํลาย 
เสนกิง่ดวยเพือ่ปองกันการอาจจะอยูรอดของเซลลกิง่หลงัจากถูกตัดแยกที่บริเวณเซลลถัด
มา  ซึ่งจะทาํใหผลที่ไดหลงัตัดไมเปนเซลลเดี่ยวที่แทจริง   

 

  

รูปที่ 36  ลักษณะ clamp connection การแบงเซลลออกไปจากเซลลหลักของ 
เสนกิง่  (สวนที่ลูกศรชี้ คือ clamp connection ของกิ่ง) 

ผลที่ไดจากการตัดเซลลในกลุมที่ 3 เปนทีน่าสงัเกตวา เซลลเดี่ยวมีระยะ เวลาใน
การแบงเซลลใหมหลงัตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวสวนใหญใชเวลา 70 นาท ี  ซึง่เซลลเหลานี้มี
ขนาดความยาวของเสนกิง่แตกตางกนัอยูมาก แตกลับแบงเซลลพรอมๆกันหลังถกูตัดแยก
เปนเซลลเดี่ยว  นัน่นาจะเปนเหตุผลที่พอจะสรุปไดวามปีจจัยบางอยางที่ทาํใหการตัดแยก
เสนใยออกเปนเซลลเดี่ยวทีม่ีผนังกั้นเซลลสมบูรณกระตุนใหเซลลเดี่ยวเหลานัน้แบงเซลล
ใหม  ในระยะเวลา 70 นาท ี หลังถูกกระตุนหรือถกูตัดพรอมๆกันซึง่เปนเรื่องทีน่าศึกษา
และคนควาตอไป 
3.2 การยายเซลลเดี่ยว 

เนื่องจากการยายเซลลเดี่ยวที่ถูกตัดแยกออกจากเสนใยแลว  จะใชดานบนของ
ใบมีดที่ตัด  ตักชอนเซลลเดี่ยวเพื่อเคลื่อนยายเซลลไปสูตําแหนงอื่นตามตองการ  ดังนัน้ 
เวลาตัดแยกเซลลเดี่ยวจงึจาํเปนตองตัดในตําแหนงเซลลถัดไป ใหต่ํากวาผนังกัน้หรือ 
clamp connection ประมาณ 200 µm ซึ่งสวนนีเ้มื่อตัดแลวจะเปนสวนที่ไมมีชวีิต  จะใช
เปนตําแหนงสาํหรับสัมผัสดานบนของใบมีดขณะตักชอนเคลื่อนยายเซลล  โดยไม
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กระทบกระเทอืนตัวเซลลที่ตองการ  เพื่อปองกนัอนัตรายจากการกระทบกระเทอืนของ
เซลลเดี่ยว  อันอาจทําใหเกดิการชะงกัการเจริญเติบโตของเซลลหรือตายได  
 จากการยายเซลลเดี่ยวในกลุมที่ 1  โดยยกเซลลเดี่ยวยายจาก Petri-dish ที่ตัด
เสนใยไปสูอีก Petri-dish หนึ่งที่มี PDA อยู พบวาไมมีเซลลที่รอดในจํานวน 15 เซลล  แต
ในกลุมที่ 2  ยายเซลลเดี่ยวโดยใชดานบนของใบมีดตกัชอนเชนกนั  แตไมยกเซลลใหพน
จากผิวหนาของ PDA ใชวิธลีากใหหางออกไปจากกลุมโคโลนีที่ตัดแยกเซลล  เพื่อหาทีว่าง
ในการวางเซลล  แลวจึงตัก PDA ตําแหนงที่มเีซลลเดี่ยววางอยู  ยายทั้งชิน้ไปสูอีก Petri-
dish หนึง่ หรือกลาวไดวาวธิียายเซลลเดีย่วในกลุมที่ 2 ไปสูอีก Petri-dish หนึ่งนัน้  เซลล
เดี่ยวไมไดถูกยกขึ้นจากผิวหนาของ PDA เลย พบวารอดตายถึง 93.33 เปอรเซ็นต การ
สูญเสียน้ํานาจะเปนเหตุผลสําคัญที่ทาํใหเซลลเดี่ยวในกลุมที ่1 ตาย  เนื่องจากเซลลเดี่ยว
มีความยาวประมาณ 500 ไมครอน  กวางประมาณ 2.5 ไมครอน  ซึง่มีขนาดเล็กแตยาว
มากเมื่อเทยีบกับความกวาง  เปนลักษณะที่มีโอกาสสญูเสียน้ําออกสูอากาศภายนอกได
งายและเร็ว  การใชปลายมดีตักยกเสนใยสูอากาศโดยตรงจะทาํใหเสนใยสูญเสียน้าํอยาง
รวดเร็วภายในไมกี่วินาท ี  เปนผลใหเซลลนั้นตายในที่สุด  เหตุผลอีกประการก็คือ เซลล
บอบช้ําจากการวางเซลลลงบน PDA ใน Petri-dish ใหม ซึ่งการวางเซลลเดี่ยวอาจทําให
เซลลเดี่ยวไมไดถูกวางในลกัษณะยาวตามธรรมชาติ  แตอาจหกัพับหรืองอ    (ดังรูปที่ 13 
ลูกศรชี้) ทาํใหของเหลวในเซลลเคลื่อนที่ไมสะดวกหรอืเคลื่อนที่ไมไดเลย  ทําให 
organells บางอยางไมสามารถทาํหนาทีต่ามปกติได  ผนังเซลลเองก็อาจเสียหายจากการ
หักพบัของเซลลเชนกนั  แตการวางเซลลในกลุมที ่ 2 จะไมมีปญหาเหลานี้เกิดขึ้น  
เนื่องจากการลากเซลลไปบน PDA ที่เรียบลื่นและเปยกเสมอ  การลากกท็ําใหเซลลวางตวั
ตามยาวเสมออีกดวย  การยายระหวาง Petri-dish ในกลุมที่ 2 ก็เปนการยายไปทั้งชิน้ 
PDA จึงไมกระทบกระเทือนตอตัวเซลลแตอยางใด  ทําใหการยายเซลลในกลุมที ่ 2 มี
โอกาสรอดเกอืบ 100 เปอรเซ็นต   
 

4. ภาวะที่เหมาะสมเพื่อการชักนําใหเกิดมวิเทชันดวยโคลชิซิน 
เนื่องจากเซลลเดี่ยวเห็ดหอมยังสามารถเจริญเติบโตเปนเสนใยไดดวยอัตราการ

เจริญเติบโตทีไ่มแตกตางกนัเมื่อเลี้ยงใน PDA ที่มีสารละลายโคลชิซนิ เขมขน 450 – 2025 
µg/ml จึงทาํใหไมสามารถหาเปอรเซ็นตการอยูรอดไดในเบื้องตน  จงึไดทดลองนําเสนใยที่
เจริญอยูเต็มบนชิ้น PDA ขนาดเสนผาศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร วางลอยในสารละลาย 
โคลชิซิน เขมขน 15 µg/µl พบวาเสนใยยังคงเจริญเติบโตตอไปไดเชนกนัแตชา  และเสน
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ใยมีลักษณะเล็ก ส้ัน หงกิงอ แตกกิ่งมากมายผิดปกติ  แตเมื่อนํากลับมาเลี้ยงบน PDA 
กลับเจริญเติบโตและเสนใยมีลักษณะเปนปกติเมื่อเทยีบกับเสนใยที่เลีย้งใน PDA ควบคุม 
 ซึ่งมีรายงานวาสารละลายโคลชิซิน เปนสารยับยัง้การสรางสาย spindle fiber 
(Eigstiet et al., 1949) ซึ่งไมเพียงทําหนาที่ในการแบงนวิเคลียสเทานัน้ แตยังทาํหนาที่
เปน cytoskeleton ใน cytoplasm ของเซลลอีกดวย เมื่อมีความเขมขนของสารละลาย
โคลชิซิน สูงขึ้นถึงระดับหนึ่งจงึทาํใหโครงสรางของเซลลผิดปกติไป  และเมื่อนาํเสนใย
ผิดปกติเหลานี้ยายกลับมาเลี้ยงใน PDA ปกติ  การสรางสาย spindle fiber มีการกลับมา
ทําหนาที่ตามปกติ  ทําใหลักษณะและขนาดของเซลลกลับเปนดงัเดมิ  ความผิดปกติที่
เกิดขึ้นในการเลี้ยงเสนใยในสารละลายโคลชิซิน ในการทดลองนี้  นาจะเปนขอบงชี้ไดวา 
spindle fiber ที่เกี่ยวของกับการแบงเซลลในระยะ metaphase ก็นาจะผิดปกติไปดวย  
อันจะนําไปสูการเกิดโพลีพลอยดหรือมิวเทชันได  จึงใชสารละลายโคลชิซนิ เขมขน        
15 µg/µl  สําหรับหยดลงบนเซลลเดี่ยวเปนเวลา  2  ชั่วโมง  และ  5 ชั่วโมง  ในการ
ทดลองตอมา      

 
5. ผลการตรวจสอบสายพนัธุมวิเทชนั 

 จากการตรวจสอบสายพันธุมิวเทชันทุกวิธีดังกลาวขางตน พบวา วิธีวัด
อัตราการเจริญเติบโตของเสนใยแตละสายพันธุในอาหารแข็ง PDA ไมพบความแตกตาง
จากสายพันธุดั้งเดิม (L074)  การเปรียบเทียบปริมาณ DNA ดวยวิธีวัดความเขมแสงของ 
Propidium Iodide (PI) เมื่อยอมนิวเคลียสดวยสารละลาย Propidium Iodide แลวนํามา
มองผานกลองจุลทรรศนดวยแสง UV พบวาแสงที่เรืองออกมาจากนิวเคลียส เมื่อไดรับ
ชวงคลื่นแสงจาก UV จะลดความเขมแสงลงอยางรวดเร็วเกินกวาที่จะควบคุมเวลาในการ
ปรับความชัดของเลนสกลองกับนิวเคลียสเปาหมายใหเทากันได ทําใหคาความเขมแสงที่
ถูกวัดของแตละสายพันธุ หรือแตละนิวเคลียสไมสามารถนํามาเปรียบเทียบในเชิงปริมาณ
กันได การวัดปริมาณความเขมขนดีเอ็นเอของแตละสายพันธุดวยวิธีการดูดกลืนคลื่นแสง
ที่ OD(260nm) ดังตารางที่ 5 พบวา สายพันธุที่มีความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอลดลงจาก
สายพันธุเดิมถึง 7 สายพันธุ คือ sc2025 , sc01 , sc02 , sc04 , sc05 , sc07 และ sc08 
สวนอีกสองสายพันธุ คือ sc03 และ sc06 มีความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอสูงกวา
เล็กนอย จากการเปรียบเทียบสายพันธุที่มีปริมาณดีเอ็นเอนอยที่สุด คือสายพันธุ sc01 มี
ปริมาณความเขมขนดีเอ็นเอเพียง 85.69 เปอรเซ็นต ของสายพันธุดั้งเดิมเทานั้น          
(ดังตารางที่ 5) ในการทดลองนี้การใชน้ําหนักแหงเปนมาตรฐานในการสกัดดีเอ็นเอ เพื่อ
วัดปริมาณดีเอ็นเอ ตามวิธีขางตนนี้นาจะเปนวิธีที่ใกลเคียงความถูกตองมากที่สุดสําหรับ
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เปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอของแตละสายพันธุ เนื่องจากเสนใยของทุกสายพันธุมีขนาด
เทาๆกัน (ดังรูปที่ 27-29) ดังนั้นการชั่งน้ําหนักตอจํานวนเซลลจึงไมเกิดการผิดพลาด     
ผลจากการลดลงของปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ 7 สายพันธุดังกลาว แสดงใหเห็น
ถึงความเปลี่ยนแปลงภายในนิวเคลียสของสายพันธุ ซึ่งอาจเปนไปไดวาจํานวนโครโมโซม
บางสวนในจีโนมหายไป ทําใหปริมาณความเขมขนดีเอ็นเอลดลง เนื่องจากสารละลาย
โคลชิซินที่ใชในการชักนําในงานวิจัยครั้งนี้เขมขนถึง 1.5 เปอรเซ็นต ซึ่งในขณะที่ Handa 
และคณะ,1997 ใชโคลชิซินความเขมขน 0.15 เปอรเซ็นต กับ Agaricus bisporus. พบ
ปริมาณ ดีเอ็นเอเพิ่มข้ึนหลายเทาตัว Toyama,H.และ Toyama N.(1995) ใชความเขมขน 
0.1 เปอรเซ็นต กับ Trichoderma reesei. และ Toyama,H.และ Toyama N (1994) กับ 
Pleurotus ostreatus. พบ hyper polyploid multinucleation จํานวนมาก Toyama,H.
และ Toyama N.(1995) ใชสารละลาย โคลชิซิน 0.01 และ 0.1 เปอรเซ็นต กับเสนใย 
Lentinus edodes. พบ multinucleate และ smaller nuclei จํานวนมาก  ซึ่งสอดคลอง
กับรายงานของ Wakata,A. และ Sasaki,M.S.(1987) กลาววา รังสีและสารเคมีที่รุนแรง
หลายชนิดเปนสาเหตุทําใหโครงสรางของโครโมโซมผิดปกติไป หากความผิดปกตินี้เกิด
ขึ้นกับตําแหนง kinetochores ซึ่งเปนตําแหนงที่มีสาย spindle fiber มาเกาะ หรือทําให
หนาที่ของ kinetochores นี้สูญเสียไปจะเรียกชิ้นสวนเหลานี้วา acentric fragment (AF) 
ในขณะที่เซลลมีการแบงตัวแบบไมโตซิส AF บางสวนจะถูกกันออกไปจากการแบงเซลล
รุนตอมาและอาจสราง small extra nuclei ภายใน cytoplasm ในเซลลลูกหนึ่งเซลลหรือ
ทั้งสองเซลลก็ได เรียกวา micronuclei (MN) แตในเซลลที่แบงตัวแบบชาๆ หรือไมแบงตัว
หรือถูกยับยั้งการแบงตัว เมื่อถูกชักนําดวยสารเคมีหรือรังสีดังกลาว จึงอาจถูกตีความได
วาไมเกิด MN ซึ่งในความเปนจริงอาจมี AF บางสวนถูกกันออกไปหลังจากเกิดการการ
แบงเซลลไปหลายรุนแลวยังพบปริมาณความเขมขนดีเอ็นเอเพิ่มข้ึนในการใชสารโคลชิซิน
กับเสนใยเห็ดราเมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิมนั้น อาจเนื่องมาจากการแบงเซลล
ผานไปเพียงไมกี่ รุนทําใหชิ้นสวนโครโมโซม (AF) ยังคงอยูในนิวเคลียสหรือใน                
ไซโตปลาสซึม และสามารถสกัดเพื่อตรวจวัดปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอได 

อยางไรก็ตามผลการทดลองวัดความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอของแตละสาย
พันธุดวยวิธีการดูดกลืนคลืน่แสงที่ OD(260nm) คอนขางสอดคลองกับระยะเวลาและ
วิธีการใชสารละลายโคลชิซนิกับเซลลของเห็ดหอม คือ sc01 จนถึง sc05 เปนสายพันธุที่
ไดจากการเลีย้งเสนใยเห็ดหอม L074 ในสารละลายโคลชิซิน เปนเวลา 10 วัน จึงนาํมาตัด
แยกเซลลเดี่ยว ทาํใหพบวาปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอนอยกวาสายพนัธุดัง้เดมิมาก 
(ยกเวน sc03) ซึ่งอาจเปนเหตุผลการใชสารละลายโคลชซิินที่เขมขนและนานเกนิไป จึงทาํ
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ใหโครโมโซมบางสวนขาดหายไปหรือเกดิ อนิวพลอยดข้ึน sc06 และ sc07 เปนสายพนัธุ
ที่ไดจากการตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวกอนแลวจึงหยดสารละลายโคลชิซนิ เปนเวลาเพยีง 2 
ชั่วโมง แลวจงึลางดวยน้ํากลั่น ทาํใหความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอไมตางไปจากสาย
พันธุดัง้เดิม (L074) มากนกั สําหรับ sc08 เปนสายพนัธุที่ไดจากการตัดแยกเซลลเดี่ยว
กอนแลวเชนกนั แตหยดสารละลายโคลชิซนิเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต นานถึง 5 ชั่วโมง เพื่อ
ตองการใหมีการแบง karyomitosis ถึง 2 คร้ัง จึงเปนเหตุใหไดความเขมขนปริมาณดีเอ็น
เอนอยกวา sc06 และ sc07 มาก อาจจะเกิดจากการเกดิอนิวพลอยดของสายพันธุ sc08
สายพนัธุ sc2025 เปนเซลลเดี่ยวทีถู่กเลี้ยงใน PDA ที่มีความเขมขนโคลชิซินไมมากนัก 
คือ 2025 µg/ml หรือ 0.2025 เปอรเซ็นต แลวจึงตัดแยกเปนเซลลเดี่ยวออกมา แตก็ถือวา
ใชปริมาณความเขมขนโคลชิซินสูงอยูมาก  เมื่อเทยีบกบังานวิจยัอื่นๆที่กลาวขางตน จงึทาํ
ใหความเขมขนปริมาณดีเอ็นเอมีจาํนวนนอยลง หรือเกิดอนิวพลอยดดวยนัน่เอง 

การหาความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธ ี PCR ไมพบการเพิม่ข้ึนเปน
อัตราสวนในทกุสายพันธุ พบแถบของยีน Nuclease Le I ที่จํานวนรอบของ PCR ที่นอย
ที่สุด คือ 25 รอบ  จากการใชดีเอ็นเอสกดัเจือจางที่เทากันทุกสายพนัธุ จงึสรุปไดวาไมมี
สายพนัธุใดเลยที่มีปริมาณดีเอ็นเอมากเปนเทาตัวหรือเปนโพลพีลอยด 

นอกจากนี้ผลจากการเปดดอกเพื่อเปรียบเทียบทางสัณฐานวิทยาของดอกเห็ด
พบวา ลักษณะดอกเห็ดออกดอกยากและลักษณะดอกของแตละสายพันธุทีท่ดลอง มี
ความผิดปกตคิอนขางมาก และยงัไมสรางสปอรอีกดวย (ดังรูปที่ 34) ลักษณะดอกมี
ลักษณะแผแบนออกดานขางเปนแผนใหญ หนา หงิก งอ สีซีดจาง มขีนาดไมแนนอน กาน
ดอกสั้นมาก 

สําหรับงานวิจยัครั้งนี้ผลจากการตรวจลักษณะนิวเคลยีสในเสนใยเห็ดหอม      
แตละสายพนัธุที่ทดลองไมพบลักษณะ mutinucleate หรือ micronuclei แตอยางใดจาก
การใชสารละลายโคลชิซนิกบัเซลลเดี่ยวหรือเสนใยเห็ดรา อาจเปนไปไดวาในชวงแรกที่
เร่ิมทดลองมกีารเพิ่มข้ึนของชุดโครโมโซม เนื่องจากไมมกีารแยกกนัของโครโมโซมในระยะ
เมตาเฟสจริงจากผลของโคลชิซินดังมีรายงานการเกิดโพลีพลอยดมากอน แมจะเกิด 
acentric fragment (AF) ดังมีรายงานที่กลาวขางตนแลวเกิดขึ้นรวมดวยก็ตาม แตการ
แบงนิวเคลียสแบบไมโตซิสหลายๆครั้งอาจทําใหปริมาณ ploidy ลดลงเรื่อยๆ ดังมี
รายงานจาก Molnar และ Sipiczki (1993) กลาววา การเกิดโพลพีลอยดของยีสตจากการ
รวม โปรโตพลาสบางสวนพบวาไมเสถยีร เนื่องจากเกิดการสูญหายของโครโมโซม ที่นาจะ
เกิดจากกลไกของการแบงนวิเคลียสแบบไมโตซิสเปนผลใหระดับ ploidy ลดลงสูระดับที่
ต่ํากวาแตทั้งนีง้านวิจยันี้ไมสามารถพิสูจนไดวาเซลลดังกลาวนี้เปลี่ยนแปลงจํานวน
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โครโมโซมเพิ่มข้ึนในชวงแรกหรือไม ตองหาวิธีตรวจสอบที่ถูกตองตอไป  เชน ใชวธิี flow 
cytrometry เปนตน 
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สรุปผลการทดลอง 
1. อาหารแข็ง LcA ไมสามารถชักนาํใหเสนใยเห็ดหอมสายพันธุ L074 สรางสปอรไมอาศัยเพศได 
2. พฤติกรรมการเจริญของเสนใยเห็ดหอมสายพันธุ L074 บนอาหารแข็ง PDA พบวา การแบง

เซลลจะเริ่มข้ึนเมื่อเสนใยมคีวามยาว 450 – 700 ไมโครเมตร โดยสราง clamp connection 
ใชเวลาประมาณ 30 นาท ีหลังจากนั้นประมาณ 70 – 90 นาท ีจะมกีารสรางกิ่งขึน้ที่บริเวณใต 
clamp connection ใหม และเมื่อกิง่ยาวประมาณ 110 ไมโครเมตร ก็จะเกิด clamp 
connection  แยกจากเซลลหลัก    การแบงเซลลของเซลลหลักจะหางกันประมาณ 2½ ชั่วโมง 
ถึง 3  ชั่วโมง 

3. การตัดเสนใยแยกเปนเซลลเดี่ยวของเสนใยเห็ดหอมสายพันธุ L074 พบวาการตดัเสนใยทีย่ัง
ไมมีกิ่งงอกออกมา รอดตาย 12.5 เปอรเซ็นต การตัดเสนใยที่มกีิ่งงอกยาวต่ํากวา 30 
ไมโครเมตร รอดตายถึง 79 เปอรเซ็นต แตระยะเวลาในการเริ่มแบงเซลลใหมแตกตางกนัมาก
ตั้งแต 50 นาที จนถงึ 2 ชั่วโมง การตัดเสนใยทีม่ีกิง่ยาวตั้งแต 30 – 100 ไมโครเมตร รอดตาย 
98.30 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยงัใหระยะเวลาในการเริม่แบงเซลลใหมคอนขางคงที่ คือใชเวลา 
70 นาที ถงึ 70.17 เปอรเซ็นต 

4. การยายเซลลเดี่ยววิธทีี่ดีที่สุด คือ ลากเซลลเดี่ยวไปบนผิวหนาอาหารแข็ง PDA แลวจึงยาย
เซลลเดี่ยวนี้ไปกับชิ้นอาหาร PDA ทําใหรอดตายถึง 93.33 เปอรเซ็นต 

5. เซลลเดี่ยวที่เจริญเติบโตบนอาหารแข็ง PDA ที่มีสารละลายโคลชิซนิเขมขน 450 ถึง 2025 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีอัตราการเจริญไมแตกตางกนั แตเสนใยที่เลีย้งในสารละลายโคลชิซนิ
เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต มีขนาดเล็กและแตกกิ่งมากมายผิดไปจากเสนใยที่เลี้ยงใน PDA ,PDB , 
วุน และน้าํกลัน่ อยางเหน็ไดชัด สารละลายโคลชิซนิมผีลตอการเปลีย่นแปลงรูปรางของเสนใย 
ซึ่งเปนสาเหตมุาจากความผิดปกติของ spindle fiber 

6. การตรวจสอบสายพนัธุมิวเทชัน ทั้ง 9 สายพันธุ คือ sc2025 , sc01 , sc02, sc03, sc04, 
sc05, sc06, sc07, sc08  เปรียบเทียบกับสายพันธุดั้งเดิม L074 พบวาผลการวัดปริมาณ
ความเขมขนของดีเอ็นเอจากคาการดูดกลืนคลื่นแสง UV ที่ความยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร 
(OD260nm)  มีคาลดลง 7 สายพนัธุ คือ sc2025 , sc01 , sc02 , sc04 , sc05 , sc07 และ 
sc08 จึงสรุปไดวาอาจเกิดอนิวพลอยด 

7. จากการตรวจสอบลักษณะนิวเคลียสในเซลลเห็ดหอมทุกสายพนัธุไมพบลักษณะ 
multinucleation ดังที่เคยมีรายงานในผลงานวิจัยกอนหนานี ้

8. ลักษณะดอกเห็ดที่เกิดขึน้จากการทดลอง พบวามลีักษณะหงิกงอผิดปกติไปจากสายพนัธุ
ดั้งเดิมมาก นอกจากนี้ยงัไมมีการสรางสปอรอีกดวย 
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก ก. 
 

1. สูตรอาหาร  
1.1 สูตรอาหารแข็ง PDA 

Potato dextrose agar            39               กรัม 
ละลาย Potato dextrose agar เติมน้าํกลัน่จนครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ (autocrave) ที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี
1.2 สูตรอาหารเหลว PDB 

Potato dextrose broth            39               กรัม 
ละลาย Potato dextrose broth เติมน้ํากลั่นจนครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อ (autocrave) ที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี
1.3 สูตรอาหารแข็ง LCA 

น้ําตาลกลูโคส                1                กรัม 
โปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต  1             กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต   0.2  กรัม 
โปแตสเซียมคลอไรด   0.2  กรัม 
โซเดียมไนเตรต    2  กรัม 
ผงสกัดยีสต    0.2  กรัม 
ผงวุน     13  กรัม  
pH      6.5     -      7.0  
ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากนั เติมน้ํากลัน่จนครบ 1 ลิตร ตมใหเดือด ปรับ pH เปน 

6.5 – 7.0 นําไปฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
15 นาท ี

1.4 สูตรหัวเชื้อขาวฟาง 
 1. ขาวฟางนึง่เกือบสุก   1.8  กิโลกรัม 
 2. ขี้เลื่อย    0.2  กิโลกรัม 
 3. ยีสตสกัด    10  กรัม 
 4. ยิปซั่ม    1  กรัม 
 5. กรดอะซิตริกเขมขน   1  กรัม 
 6. น้ํา     2  มิลลิลิตร 
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 ผสมใหเขากนัใสขวดประมาณ ¾ ขวด  อุดดวยจุกสําล ีนําไปฆาเชื้อดวยหมอนึง่ความดัน
ไอน้ํา อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เวลา 15 นาท ี
1.5 สูตรขี้เลื่อยสําหรับเลี้ยงเชื้อเห็ดหอม 

1. ขี้เลื่อยไมยางพารา ความชื้น 50 – 60 เปอรเซ็นต 93.9 % 
2. รําขาว      5      % 
3. ยิปซั่ม      1      % 
4. ดีเกลือ      0.1   % 
ผสมใหเขากนัใสถงุทนรอน (Polypropylene bag) ถุงละ 300 กรัม อัดใหแนน ใสคอขวด

และจุกสําล ีนําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งไอน้ําที่อุณหภูม ิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เวลา 15 นาท ี

 

2. PBS  buffer 
โซเดียมคลอไรด   0.8  กรัม 
โปแตสเซียมคลอไรด  0.02  กรัม 
โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.144  กรัม 
ผสมสวนประกอบใหเขากันเติมน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร ปรับ pH เปน 7.4 นาํไปฆา

เชื้อที่ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 15 นาที  
 

3. สารละลายโพรพิเดียมไอโอไดด  (Propidium Iodide) 
โซเดียมซิเตรต   0.2235  กรัม 
โพรพิเดียมไอโอไดด  10  มิลลิกรัม 
ผสมสวนประกอบใหเขากันเติมน้ํากลั่นจนครบ 20 มิลลิลิตร  ปรับ  pH เปน 7.0 จะได

สารละลายโพรพิเดียมไอโอไดดเขมขน 500 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรในโซเดียมซิเตรต 3.8x10-2 
โมลลาร 

 

4. 1M Tris-HCl (pH 8.0) buffer.  
Tris-base 121.1 กรัม 
น้ํากลัน่  800 มิลลิตร  
ละลาย Tris-base ดวยน้ํากลั่นจํานวน 800 มิลลิลิตร จากนัน้ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย HCl(conc) 

แลวจึงปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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5. 0.5M EDTA (pH 8.0)  

EDTA  186.1 กรัม 
NaOH 
ละลาย EDTA-2Na ดวยน้ํากลั่นจาํนวน 800 มิลลิลิตร ขณะเดียวกนัเตมิ NaOH pellet คนจน 

กระทั่งสารที่เติมละลายจนหมด (ไมควรเติม NaOH pellet มากเกนิไป) จากนัน้ปรับ pH ใหเปน 
8.0 ดวยสารละลาย 5M NaOH  
 

6. TE buffer (10mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM EDTA (pH 8.0)) 
Tris-base  1.21 กรัม 
EDTA 0.29 กรัม 
น้ํากลัน่ฆาเชื้อ  1 ลิตร  
ละลาย Tris-base ในน้าํกลัน่ฆาเชื้อ 1 ลิตร ปรับ pH ใหเปน 8.0 ดวย 1M HCl(conc) จากนั้น 

เติม EDTA จํานวน 0.29 กรัม  แลวจึงนําไปอบฆาเชื้อในหมอนึง่ความดัน 
 

7. TE saturated phenol 
Phenol  500 กรัม 
1M Tris-HCl (pH 8.0)    
8-hydroxyquinoline  0.5 กรัม 
ละลายผลึก Phenol ดวยการแชขวดแกวที่ภายในบรรจุ Phenol จํานวน 500 กรัม ลงในน้ําอุน 

ที่มีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส  จากนั้นเติม 1M Tris-HCl (pH 8.0) จํานวนปริมาตรที่เทากันกับ 
phenol ที่ละลายแลว และเติม 8-hydroxyquinoline จํานวน 0.5 กรัม ลงในขวดเดียวกัน แลวคน
เปนเวลานาน 30 นาที เพื่อใหสารละลายทั้งหมดเขากัน จากนั้นนําไปแชในตูเย็น (4 องศา
เซลเซียส) และทิ้งไวประมาณ 1 คืน จนกระทั่งเกิดการแยกชั้นของสารละลายออกเปน 2 สวน แลว
จึงดูดเอาสารละลายชั้นบน (upper phase) ทิ้งไป  จากนั้นเติม TE buffer ในปริมาตรที่เทากันลง
ในขวด เขยาขวดเพื่อใหสารละลายเขากัน จากนั้นนําไปแชในตูเย็นและทิ้งไวสักครูจนกระทั่งเกิด
การแยกชั้นของสารละลายออกเปน 2 สวน และดูดเอาสารละลายชั้นบน (upper phase) ทิ้งไป 
จากนั้นจึงนําขวดที่มีแตสารละลายชั้นลาง (lower phase) ไปทดสอบ pH ดวย pH paper เมื่อได   
pH เทากับ 8.0 แลวใหเติม 0.1M Tris-HCl (pH 8.0) จํานวน 50 มิลลิลิตร และเติม 0.2% β-
mercaptoethanol  จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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8. Chloroform / isoamylalcohol 
Chloroform 480 มิลลิลิตร 
Isoamylalcohol 20 มิลลิลิตร 
ผสม Chloroform และ Isoamylalcohol เขาดวยกัน 
 

9. Phenol/chloroform  
ผสม TE saturated phenol และ Chloroform / isoamylalcohol อัตราสวนที่เทากัน (1:1 v/v)  

จากนั้นเขยาใหเขากัน  แลวนําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

10. DNA extraction buffer  
CTAB 1 กรัม  
NaCl 4.1 กรัม 
1M Tris-HCl (pH 8.0)   5 มิลลิลิตร  
0.5M EDTA (pH 8.0)    2 มิลลิลิตร 
2-mercarptoethanol      2 มิลลิลิตร 
ละลาย CTAB, NaCl, 1M Tris-HCl (pH 8.0) และ 0.5M EDTA (pH 8.0)  ดวยน้ํากลั่น 

จํานวน 80 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร แลวนําไปอบในหมอนึ่ง
ความดัน จากนั้นเติม 2-mercarptoethanol จํานวน 2 มิลลิลิตร ลงไป (ปริมาณของ DNA 
extraction buffer ที่ตองเตรียมประมาณ 500 มิลลิลิตร)  
 

11. 50 X TAE buffer  
Tris-base 242 กรัม 
100% Acetic acid 57.1 มิลลิลิตร    
0.5M EDTA (pH 8.0)   100 มิลลิลิตร/ลิตร 

 

12. Loading buffer  
Brophenol blue 25 มิลลิกรัม 
Xylen cyanol FF 25 มิลลิกรัม 
น้ํากลั่น 
Glycerol  5 มิลลิลิตร 
ละลาย Brophenol blue และ Xylen cyanol FF ดวยน้ํากลั่นจํานวน 5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม  

glycerol ลงไป  
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13. RNase solution 
ละลาย Rnase (Sigma ribonuclease A) จํานวน 10 มิลลิกรัม ใน TAE buffer ดวยการตม 

เปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําไปเก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส 
 

14. 7.5M Ammonium Acetate  
ละลาย Ammonium acetate ดวยน้ํากลั่น จากนั้นนําไปอบฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 
 

15. 3M sodium Acetate (pH 5.2)  
ละลาย sodium Acetate ดวยน้ํากลั่น และปรับ pH ใหเปน 5.2 ดวย acetic acid จากนั้นนํา 

ไปอบฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 
 

16. Agarose gel 1% 
ชั่ง Agarose power 1 g  เติมสารละลาย 1 x TAE จนครบ 100 มิลลิลิตร ใน flask นําไปให

ความรอนจนเดือด เขยาใหละลายเขากันดี ทิ้งไวจนอุณหภูมิลดลง สามารถสัมผัสไดจึงเทลงบน
ถาดเครื่องมือ gel eletrophoresis รอจนแข็งตัว 

 

17. วิธีทํา Agarose gel eletrophoresis  
การแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยวิธี gel eletrophoresis มักจะกระทําภายใตบัฟเฟอร เพื่อลด

ภาวะ temperature gradient และทําใหกระแสไฟฟาเดินทางอยางสม่ําเสมอ 
1. วางแผนเจลลงใน  eletrophoresis chamber แลวเท 1X eletrophoresis buffer ลง

ไปใน chamber ใหทวมแผนเจล โดยใหระดับของบัฟเฟอรอยูสูงกวาแผนเจล 
ประมาณ 3-5 มม. 

2. ตอ chamber เขากับ power supply ดวยสายไฟฟา โดยใหชองใสเจลอยูทางดานขั้ว
ลบ ขณะที่ยังไมเปด power supply 

3. หยอดตัวอยางดีเอ็นเอลงในชองเจลโดยใช micropipiet ในปริมาณที่พอเหมาะและทาํ
ดวยความระมัดระวัง เพื่อปองกันไมใหตัวอยางดีเอ็นเอเกิดการฟุงกระจาย และอาจ
ปนเปอนลงในชองเจลขางเคียงได บันทึกการหยอดตัวอยางดีเอ็นเอ ลงในชองเจ
ลตามลําดับใหเรียบรอย 

4. ปดฝา chamber แลวเปด power supply โดยใช constant voltage ที่ 75-100 โวลต 
ตั้งทิ้งไวจนกวาสี bromphenol blue จะเคลื่อนที่ไปจนสุดเจล 

5. เมื่อจบการทํา gel eletrophoresis ปด power supply ถอดสายไฟฟา แลวนําแผน
เจลไปยอมดวยสาร ethidium bromide ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสง UV 
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18. วิธีคํานวณหาความเขมขนปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเสนใย 
วัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงของดีเอ็นเอในชวงแสงอุลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น        

260 นาโนเมตร (OD 260nm) เทากับ 1 จะเทากับความเขมขนของดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
เมื่อนําคาที่ไดคูณกับจํานวนเทาของการเจือจางดีเอ็นเอกอนวัดก็จะไดคาความเขมขนของดีเอ็นเอ
ที่สกัดไดจริง 

ความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได  =  OD(260nm) X 50 X จํานวนเทาของการเจือ
จางกอนวัด 

 

19. วิธีคํานวณหาความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเสนใย 
ดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์จะมีคา  =  OD(260nm) =  1.7 – 1.9  
       OD(280nm) 
 
 
 
 
 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 53

ภาคผนวก ข. 
 

รูปประกอบคําอธิบายเสนใยเห็ดหอม 
 

 

ปลายเสนใย

เซลล 1

Clamp connection

กิ่ง

เซลล 2

แนวตัดเซลล 

เขาสูจุดศูนยกลาง plate

ผนังกั้นเซลล

ผนังกั้นเซลล



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายคมสัน   นันทสุนทร  เกิดวันที่ 5 เมษายน พ.ศ.2511  จังหวัดสุพรรณบุรี  สําเร็จ
การศึกษาชั้นปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  ภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร         
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย    เขาศึกษาระดับปริญญามหาบัณฑิต   สาขาพันธุศาสตร                
ภาควิชาพฤกษศาสตร  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  เมื่อปการศึกษา 2542    
และสําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2545 
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